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 RESUMO 
 
Esta tese está sendo apresentada em quatro etapas. A primeira foi avaliar 
doze moléculas de análogos de pirimidina, quanto ao aspecto de 
citotoxicidade e tipo de morte celular em três linhagens celulares 
tumorais (L1210, B16F10 e CEM). Quatro moléculas apresentaram 
efeito citotóxico relevante. Assim, prosseguiu-se a avaliação da 
molécula C3, escolhida entre as quatro pela facilidade de obtenção. 
Testes preliminares apresentaram baixa solubilidade em água, o que 
dificultaria a administração parenteral. Desta maneira, a segunda etapa 
foi desenvolver uma formulação para facilitar a administração desta 
molécula in vivo. Neste sentido, foi realizada a avaliação da influência 
do emulsionante e do tipo de lipídeo nas características físico-químicas e 
na biocompatibilidade de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS). 
Formulações foram preparadas com diferentes lipídeos (tripalmitina 
(TRP), monoestearato de glicerila (MEG) e ácido esteárico (AE)) e 
emulsionantes (polissorbato 80 e lecitina S75) em diferentes 
concentrações. Os estudos de biocompatibilidade celular realizados 
foram: viabilidade celular por MTT, análise da morfologia celular por 
laranja de acridina, ciclo celular por citometria de fluxo e hemólise de 
eritrócitos. As formulações demonstraram boa estabilidade físico-
química e apresentaram um tamanho de partícula entre 116 a 306 nm, 
com índice de polidispersão (PI) entre 0,25 a 0,30 com valores negativos 
para o potencial zeta (PZ). As NLS produzidas com AE mostraram 
maior citotoxicidade in vitro quando comparadas com as NLS 
produzidas com TRP e MEG e apresentaram atividade hemolítica. A 
terceira etapa foi otimizar uma formulação de NLS aplicando um 
delineamento experimental. A partir desta otimização, NLS foram 
preparadas pelo método de ultrassom e o C3 foi incorporado em 
diferentes concentrações (250, 500 e 1000 µg.mL-1). Um método por 
cromatografia líquida de alta eficiência foi desenvolvido e validado para 
o doseamento do C3 incorporado nas NLS. A adição de diferentes 
quantidades de C3 nas formulações não afetou o diâmetro médio das 
nanopartículas. O PI foi menor que 0,22 para todas as formulações. O 
PZ das NLS apresentram valor negativo e houve variações entre as 
formulações preparadas indicando a adsorção do C3 na superfície das 
nanopartículas. A eficiência de encapsulação foi maior que 97% para as 
formulações desenvolvidas. O estudo de estabilidade revelou expulsão 
do C3 da NLS ao longo do tempo, assim um estudo de liofilização foi 
realizado. Boas características de ressuspensão foram atingidas e o teor 
de C3 foi mantido ao longo do tempo. O ensaio de liberação indicou uma 
 eficiência na retenção do C3 pelas NLS. No estudo de citotoxicidade 
com linhagem celular tumoral L1210, as NLS contendo a molécula 
encapsulada apresentou um perfil de toxicidade semelhante à molécula 
livre. Por fim, como quarta etapa deste trabalho, visando facilitar uma 
possível passagem de escala, foi realizada uma comparação das 
características das NLS produzidas pela técnica de utltrassonicação e de 
homogeneização por alta pressão. Como conclusão, os resultados 
obtidos revelaram a capacidade de incorporação de uma molécula pouco 
solúvel em NLS, o que viabiliza a administração parenteral e torna este 
sistema adequado para testes in vivo. 
 
Palavras-chave: Nanopartículas lipídicas sólidas, biocompatibilidade, 
Leucemia, análogos de pirimidina. 
 
  
 ABSTRACT 
 
This thesis is presented in four steps. The first step in this work was the 
evaluation of the cytotoxicity of twelve pyrimidine analogs in three cell 
lines (L1210, B16F10 and CEM) and to assess the type of cell death 
induced by these molecules. Four molecules showed significant 
cytotoxic effect. Thus, C3 molecule was chosen to continue the study 
because it is easy to obtain it. Preliminary tests showed low solubility of 
the molecule in water, making it difficult to parenteral administration. 
Therefore, the second step was to develop a formulation to facilitate the 
administration of this molecule in vivo. In this regard, a review of the 
preliminary influence of the emulsifier and the lipid type on the 
physicochemical characteristics and biocompatibility of solid lipid 
nanoparticles (SLN) were performed. Formulations were prepared with 
lipids commonly used for production of SLN (tripalmitin (TRP), 
glyceryl monostearate (MEG) and stearic acid (SA) and emulsifiers 
(polysorbate 80 and lecithin S75) at different concentrations. Cell 
biocompatibility studies were performed: cell viability by MTT analysis 
of cell morphology with acridine orange stain, cell cycle by flow 
cytometry and hemolysis of erythrocytes. The formulations studied 
showed good physical-chemical stability and they showed the particle 
size between 116 and 306 nm, polydispersity index (PI) 0.25 and 0.30 
with negative zeta potencial (PZ) values. The SLN manufactured using 
SA showed greater cytotoxicity in vitro when compared to SLN 
produced with MEG and TRP, and SNL-SA showed hemolytic activity. 
The third step was to optimize a formulation of NLS applying an 
experimental design. The optimized formulation was prepared by the 
ultrasound method and C3 was incorporated at different concentrations 
in SLN (250, 500 and 1000 µg.mL-1). A high performance liquid 
chromatographic (HPLC) method was developed and validated for the 
quantitative determination of C3 in SLN. The addition of different 
amounts of C3 in the formulation did not affect the mean diameter of the 
nanoparticles. The PI was less than 0.22 for all formulations. PZ of the 
SLN showed a negative value and there were variations among the 
formulations prepared indicating adsorption of the C3 on the surface of 
nanoparticles. The encapsulation efficiency was higher than 97% for all 
the formulations developed. The stability study revealed expulsion of 
the C3 in SLN over time, and for this a lyophilisation study was 
conducted. Good proprieties of resuspension were established and the 
formulations stability were maintained over time. The release assay 
indicated a retention of the C3 in NLS. The cytotoxicity study with 
 L1210 cell lines the SLN containing C3 encapsulated showed a similar 
profile to the free-molecule cytotoxicity. Finally, as a fourth step of this 
work, to facilitate a possibility to scale up, a comparison of the SLN 
physicochemical proprieties produced by the ultrasound method and 
high pressure homogenization was performed. The results showed that 
both techniques are suitable for the production of SLN. In conclusion, 
these findings suggest that a pyrimidine analogue loaded solid lipid 
nanoparticle is a promising formulation for parenteral administrations and 
that it suitable for in vivo testing. 
 
Keywords: Solid lipid nanoparticles, biocompatibility, Leukemia, 
pyrimidine analogs 
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O câncer e outras doenças crônicas não transmissíveis vêm tornando-
se cada vez mais comuns no mundo, ficando evidente um problema de saúde 
pública mundial. No Brasil, o câncer ganha relevância pelo perfil 
epidemiológico que esta doença vem apresentando. Segundo a Organização 
Mundial de Saúde (OMS), a cada ano ocorrem cerca de 10 milhões de novos 
casos de câncer, sendo a metade destes em países em desenvolvimento. 
 As opções terapêuticas atuais incluem cirurgia, quimioterapia e 
radioterapia, sendo a cirurgia e radioterapia consideradas como tratamentos 
locais e a quimioterapia como tratamento sistêmico, ambos podem ser usados 
isolados ou associados. A imunoterapia e a terapia fotodinâmica também 
representam uma alternativa de tratamento (OLIVO et al., 2010; CEYHAN et 
al., 2011). Além disso, novas estratégias terapêuticas baseadas no âmbito 
molecular estão sendo desenvolvidas, utilizando fármacos antiangiogênicos e 
imunomoduladores, terapia antisenso Bcl-2, moduladores de proteínas de 
choque térmico, inibição citotóxica do linfócito T associado à proteína 4 
(CTLA- 4), anticorpos monoclonais (MABs), inibição da poli(ADP-ribose) 
polimerase (PARP) e inibidores de proteossoma (JANSEN , 
ZANGEMEISTER-WITTKE,  2002; RIVOLTINI et al., 2003; SREEDHAR, 
CSERMELY, 2004; THOMPSON, ALLISON, KWON, 2006; PARK, 
CHEN, 2012).  
 Uma alternativa promissora no tratamento antitumoral pode ser o 
estabelecimento de novas terapias que promovam a manipulação da via 
apoptótica podendo atuar em vários mecanismos como no desequilíbrio do 
balanço antioxidante, principalmente através da depleção da GSH e/ou 
através da geração de espécies reativas, depleção do potencial energético, 
além da inibição das moléculas de adesão que impeçam o desenvolvimento 
de metástases. Desta forma, o entendimento da sinalização intracelular pela 
qual os fármacos ou novos fármacos conduzem à apoptose é de fundamental 
importância para o esclarecimento dos possíveis alvos para intervenção 
terapêutica e para elucidação dos mecanismos de resistência aos fármacos 
(LOCATELLI et al., 2012; SALUM et al., 2013; RANGEL et al., 2013). 
A leucemia é uma doença que se origina a partir de células brancas do 
sangue. Clínica e patologicamente, subdivide-se em grandes grupos. A 
primeira divisão baseia-se nas formas agudas e crônicas da doença. A 
leucemia aguda caracteriza-se por um aumento rápido nos números de células 
imaturas do sangue, fazendo com que a medula óssea seja incapaz de 
reproduzir células sanguíneas saudáveis. Já a forma crônica de leucemia 
caracteriza-se pelo aumento excessivo do número de células maduras 
anormais da série branca do sangue, levando meses ou até anos para 
progredir. A segunda divisão diz respeito ao tipo de célula afetada pelas 
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desordens, sendo assim caracterizada como do tipo linfóide ou mielóide 
(BRASIL, 2013). 
Nos últimos anos, a busca por alternativas mais eficientes e menos 
tóxicas para contornar os efeitos indesejáveis, limitações e inconveniências 
da quimioterapia para o tratamento do câncer, tem despertado o interesse de 
pesquisadores de várias áreas. Neste sentido, cabe destacar os resultados que 
vem sendo obtidos com a utilização de sistemas de liberação de fármacos, 
comumente descritos como “drug delivery systems” . 
A utilização de sistemas de liberação de fármacos no tratamento do 
câncer vem ampliando as expectativas e esforços de pesquisadores em todo o 
mundo (BRANNON- PEPPAS et al, 2004; KIM, 2007; ELSAYED, et al, 
2007; PARK, 2007; TORCHILIN, 2007; PRAKASH et al., 2011). Esta 
tecnologia atende a necessidade da administração de quimioterápicos com 
mais segurança e a diminuição da dose com otimização dos efeitos 
terapêuticos, permitindo, assim, o aumento da seletividade do agente 
antitumoral, a minimização da toxicidade e a elevação das taxas de cura em 
diferentes tipos de câncer. Como exemplo de sistema de liberação de 
fármacos, as nanopartículas têm demonstrado um grande potencial no 
tratamento de diversas doenças, com destaque para a terapia antineoplásica, 
já que possibilitam de maneira racional e efetiva, o aumento da eficiência 
terapêutica de diferentes substâncias, inclusive aquelas consideradas 
potencialmente tóxicas (ELSAYED, et al, 2007; PARK, 2007; TORCHILIN, 
2007; BOLHASSANI, 2011;  YANG et al., 2011, WOLINSKY, COLSON, 
GRINSTAFF, 2012.  
Dado ao exposto, o objetivo deste trabalho é desenvolver um sistema 
nanocarreador lipídico sólido e avaliar o potencial antitumoral de uma nova 
molécula, um análogo de pirimidina, livre ou incorporada no carreador, em 
ensaios in vitro, em modelo celular. 
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2.1 Objetivo Geral 
 
Desenvolver um sistema nanocarreador lipídico sólido e avaliar o 
potencial antitumoral de uma nova molécula, um análogo de pirimidina, livre 
ou incorporada no carreador, em ensaios in vitro, em modelo celular de 
leucemia linfoblástica aguda murina (L1210). 
 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
• Avaliar o efeito citotóxico de análogos de pirimidinas sobre a linhagem 
celular L1210, CEM e B16F10 bem como verificar o tipo de morte; 
• Avaliar a influência do emulsionante e do tipo de lipídeo nas 
características físico-químicas e na biocompatibilidade de nanopartículas 
lipídicas sólidas; 
• Aplicar um delineamento experimental para otimizar a prepararação de 
um sistema de nanopartículas lipídicas sólidas; 
• Caracterizar as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) quanto as 
características físico-químicas e morfológicas; 
• Desenvolver e validar uma metodologia analítica para o doseamento do 
análogo de pirimidina (C3) incorporado nos nanocarreadores;  
• Caracterizar as NLS contendo o C3 quanto ao tamanho, índice de 
polidispersão, potencial zeta, morfologia, eficiência de encapsulação, 
cinética de liberação e citotoxicidade em linhagem celular L1210; 
• Realizar um estudo de liofilização com as NLS contendo o C3; 
• Comparar dois métodos de produção das NLS utilizando a 
ultrassonicação e o homogeneizador de alta pressão quanto às 
características físico-químicas das NLS produzidas por estas técnicas. 
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3.1. ASPECTOS GERAIS DO CÂNCER 
 
O Câncer consiste em um grupo de doenças que mais causam temor na 
sociedade, considerado um estigma de mortalidade e dor. É definido como 
enfermidade multicausal crônica, caracterizada pelo crescimento 
descontrolado de células podendo invadir órgãos ou partes do corpo 
adjacentes ao foco inicial (ALMEIDA et al., 2005, WHO, 2014).  
Nas últimas décadas, o câncer ganhou uma dimensão maior, 
convertendo-se em um evidente problema de saúde pública mundial. A 
Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que no ano 2030 pode-se 
esperar 27 milhões de novos casos de câncer, 17 milhões de mortes por 
câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer. O maior 
efeito desse aumento vai incidir em países de baixa e média rendas (WHO, 
2014). 
De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), as estimativas 
para o ano de 2014 serão válidas também para o ano de 2015 e aponta a 
ocorrência de aproximadamente 576 mil casos novos de câncer, incluindo os 
casos de pele não melanoma, reforçando a magnitude do problema do câncer 
no país (BRASIL, 2014).  
Apesar de muitos tumores resultarem de alterações celulares 
hereditárias, a maioria dos casos (cerca de 80%) está relacionada ao meio 
ambiente, onde se encontra um grande número de fatores de risco 
(ALMEIDA et al., 2005). Os principais fatores externos envolvidos são: 
radiação ultravioleta e ionizante, produtos químicos como asbesto, 
aflatoxinas, arsênio, componentes do tabaco, alguns vírus, bactérias, parasitas 
entre outros (WHO, 2014). 
As causas primárias do câncer são variadas e algumas delas ainda não 
estão esclarecidas. No entanto, sabe-se que as neoplasias originam-se a partir 
de mutações genéticas espontâneas ou induzidas por agentes patogênicos, as 
quais promovem alterações no ciclo celular e, como consequência, elevação 
na taxa de proliferação e desregulação no processo de morte celular 
programada. Em geral, a formação do câncer origina-se lentamente 
culminando em um ponto final de um processo que passa por várias etapas 
antes de formar a massa tumoral (ALMEIDA et al., 2005).  
Os tumores apresentam basicamente dez alterações fisiológicas: 
autossuficiência para sinais de proliferação, insensibilidade a sinais 
inibitórios de proliferação, evasão da morte celular programada, potencial de 
replicação ilimitado, angiogênese sustentada, invasão de tecidos ou 
desenvolvimento de metástases, evasão da destruição pelo sistema imune, 
instabilidade genômica, desregulação do metabolismo energético celular e 
38 
Revisão de Literatura  
 
ativação da inflamação pelo sistema imune inato (HANAHAN; WEINBERG, 
2011).  
Apesar da prevalência de câncer de próstata e de pulmão no sexo 
masculino, e de mama e de colo de útero, no sexo feminino, outros tipos de 
câncer vêm adquirindo importância clínica, tais como as leucemias linfóides 
agudas. Este fato se deve ao aumento da incidência nas últimas décadas e 
principalmente pelo mau prognóstico (PEJOVIC, 2002; BRASIL, 2014). 
 
3.2. LEUCEMIAS 
  
As leucemias são doenças proliferativas de curso progressivo e 
irreversível do tecido hematopoiético. São classificadas de acordo com o 
tecido de origem, sendo denominada linfóide quando acomete células da 
linhagem linfóide, ou mielóide, quando acometem células da linhagem 
mielóide. Podem ainda ser classificadas de acordo com a progressão da 
doença em agudas, caracterizadas por blastos imaturos em diferentes estágios 
ou crônicas, com células bem diferenciadas (GUYTON, HALL, 2011).  
As leucemias agudas são caracterizadas pela presença de células 
imaturas (linfoblastos ou mieloblastos), as quais são incapazes de 
diferenciarem-se nos diversos tipos celulares presentes no sangue, podendo 
ser também caracterizadas por uma evolução rápida e fatal em pacientes não 
tratados.  A incidência da leucemia linfóide aguda (LLA) é maior em 
crianças e aumenta com a idade na leucemia mielóide aguda (LMA). As 
leucemias crônicas estão associadas a uma proliferação excessiva de células 
linfóides ou mielóides diferenciadas que podem apresentar uma morfologia 
anormal. As leucemias crônicas atingem mais pacientes adultos e idosos e 
apresentam uma evolução lenta (BURKE; STARTZEKK, 2008; FADERL; 
JEHA; KANTARJIAM 2003; ROBAK; WIERZBOWSKA, 2009).  
A Organização Mundial de Saúde (OMS), em conjunto com a 
Sociedade de Hematologia Americana e a Associação Européia de 
Hematologia, classifica as neoplasias do sistema hematopoiético e linfóide. A 
LLA é subdividida conforme a marcação imunofenotípica em linhagem B 
(Pró-B, Comum, Pré-B e LLA-B) e linhagem T (Pré-T e LLA-T). Segundo o 
Grupo Europeu para a Classificação Imunológica das Leucemias (EGIL), os 
blastos da linhagem B expressam antígenos específicos para anticorpos 
monoclonais CD19, CD79a e CD22, e os blastos de linhagem T para o 
anticorpo CD3. Deve-se observar que o antígeno de histocompatibilidade de 
classe 2 (HLA-DR) é expresso, na grande maioria dos casos, de LLA de 
linhagem B, independente do grau de maturação da célula, ao passo que na 
LLA-T a expressão do HLA-DR está relacionada com um imunofenótipo 
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mais maduro (SZCZEPANSKI et al., 2003). 
 Estudos tem demonstrado que as leucemias dos mamíferos estão 
relacionadas em sua maioria com infecções adquiridas, radiação ionizante, 
agentes quimioterápicos e pesticidas. Os fatores genéticos também possuem 
importância na eclosão das leucemias, demonstrando alta incidência em 
indivíduos com defeitos cromossômicos (LORENZI, 2003, RICHARDSON, 
2011, GREAVES, 2006, GRAUX,2011). 
 As alterações genéticas que levam a uma transformação leucêmica 
geralmente são provocadas por alterações importantes nos cromossomos. O 
número de cromossomos no clone leucêmico pode ser subdividido em: alta 
hiperdiploidia (com mais de 50 cromossomos), baixa hiperdiploidia (com 47 
a 50 cromossomos), pseudodiploidia (46 cromossomos com anormalidades 
estruturais), 25 diploidia (46 cromossomos normais) e hipodiploidia (menos 
que 46 cromossomos). 
Clinicamente, hiperploidia com mais de 50 cromossomos está 
fortemente associada com um bom prognóstico (PLASSCHAERT et al., 
2004). A translocação Filadélfia t (9;22) ocorre em células leucêmicas de 3% 
a 5% das crianças e 15% a 25% dos adultos (PUI & EVANS, 1998). Estudos 
têm mostrado um aumento na incidência da translocação Filadélfia, com o 
aumento da idade. A translocação está associada com um mau prognóstico 
(SECKER-WALKER et al., 1991). 
No Brasil, no ano de 2014, foi estimado 5.050 casos novos de 
leucemia em homens e 4.320 em mulheres. Esses valores correspondem a um 
risco estimado de 5,20 casos novos a cada 100 mil homens e 4,24 a cada 100 
mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, a leucemia 
em homens é a quinta neoplasia mais frequente na região Norte (3,57/100 
mil). Na região Nordeste (4,15/ 100 mil), é o oitavo. Nas regiões Sul (8,13/ 
100 mil), Sudeste (5,42/ 100 mil) e Centro-Oeste (4,14/100 mil), ocupa a 
décima posição. Para as mulheres, é o sétimo mais frequente na região Norte 
(2,81/100 mil) e o oitavo na região Sul (6,30/100 mil). Na região Nordeste 
(3,40/100 mil), ocupa a décima posição. Já nas regiões Sudeste (4,50/100 
mil) e Centro-Oeste (3,41/100 mil), é o decimal primeira mais frequente 
(BRASIL, 2014). 
	  
3.2.1. LEUCEMIA LINFÓIDE AGUDA 
 
A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma desordem maligna causada 
pela proliferação de progenitores de linfócitos B e T (linfoblastos) derivados 
da medula óssea que são transportados para o sangue periférico ainda no 
início do desenvolvimento. Os linfoblastos substituem os elementos normais 
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da medula óssea gerando uma diminuição da celularidade normal que pode 
ser manifestada em anemia, trombocitopenia e neutropenia em diferentes 
graus. Os linfoblastos podem também infiltrar-se em órgãos como fígado, 
baço, linfonodos, timo, meninges e gônadas (ONCIU, 2009). O sistema 
nervoso central (SNC) é o local extramedular mais envolvido. Pacientes com 
infiltração no SNC já no diagnóstico, tanto adultos como crianças, requerem 
direcionamento adicional do tratamento para o SNC (PLASSCHAERT et al., 
2004).  
A LLA representa a desordem maligna mais comum na infância com 
um pico de incidência entre dois a cinco anos. A incidência volta a aumentar 
após os sessenta anos, com um pior prognóstico clínico. (FADERL; JEHA; 
KANTARJIAM 2003; ROBAK; WIERZBOWSKA, 2009). Enquanto na 
infância a LLA acomete células progenitoras linfóides, as quais possuem uma 
capacidade de renovação limitada, na idade adulta acomete células-tronco 
hematopoiéticas multipotentes, as quais possuem uma capacidade maior de 
auto-renovação e são mais resistentes à quimioterapia (GREAVES, 1993; 
GREAVES, 1999). 
A LLA apresenta manifestações clínicas primárias não específicas e 
em função disto podem ser confundidas com outras doenças. Estes sinais e 
sintomas são: fadiga, febre, palidez e sangramentos constantes. A contagem 
de sangue total revela geralmente citopenia e a contagem de leucócitos pode 
revelar tanto leucopenia, leucocitose ou contagem normal dos mesmos. Os 
pacientes podem ainda apresentar nódulos envolvendo o SNC ou testículos e 
ainda hepatoesplenomegalia (BURKE; STARTZEKK, 2008).  
Os tratamentos das LLA consistem em quimioterapia de indução nos 
quais o objetivo é induzir a morte celular das células leucêmicas, seguida de 
uma terapia de consolidação para destruir células residuais e por fim, uma 
terapia de manutenção (BURKE; STARTZEKK, 2008).  
A quimioterapia de indução consiste na morte de mais de 99% das 
células leucêmicas e restaura a hematopoiese, da mesma forma a saúde do 
paciente. Nesta fase, a terapia, geralmente inclui a administração de um 
glicocorticóide, um quimioterápico como a vincristina e um terceiro fármaco 
como asparaginase ou antraciclina. A adição de ciclofosfamida e o 
tratamento intensivo com asparaginase é considerada benéfica em pacientes 
com LLA de célula T e a adição de mesilato de imatinibe aumenta muito as 
taxas de remissão em pacientes com cromossomo filadélfia (TALPAZ et al., 
2006; STOCK, 2010).  
Restaurando a hematopoiese, o tratamento é intensificado com a 
utilização de fármacos para erradicar células leucêmicas residuais e reduzir o 
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risco de recidiva. Nesta fase são utilizadas altas doses de metrotexato, 
corticóides, mercaptopurina, vincristina e asparaginase (PUI; EVANS, 2006).  
Após a terapia de consolidação é necessária uma terapia de 
manutenção para evitar recidivas. Embora cerca de dois terços dos casos de 
LLA em crianças possam ser tratados com somente 12 meses de terapia 
(TOYODA, 2000), a maioria dos pacientes recebe quimioterapia por cerca de 
dois anos e meio. Os fármacos mais utilizados nesta fase são a 
mercaptopurina e o metrotexato (PUI; EVANS, 2006).  
A infiltração de células leucêmicas no SNC é o principal obstáculo 
para a cura (BOSTROM et al., 2003, LANGE et al., 2002) e os fatores de 
risco relacionados são: imunofenótipo T, hiperleucocitose, anormalidades 
genéticas e a presença de células leucêmicas no líquor (ARMSTRONG; 
LOOK 2005, LAZARUS et al., 2006). A irradiação cranial é utilizada em 
somente 5 a 20% dos pacientes com alto risco de infiltração no SNC devido 
às complicações envolvidas com esta terapia. O melhor regime é a 
administração intratecal de quimioterápicos (PUI, 2003).  
As taxas de recidivas são de 25% e 50% para crianças e para adultos 
respectivamente, sendo estas taxas diretamente relacionadas ao 
imunofenótipo e o subtipo genético envolvido (ONCIU, 2009). Para 
pacientes que respondem pouco ou não respondem a quimioterapia usual, o 
transplante de células tronco hematopoiéticas pode ser usado resultando em 
mais de 80% de cura em crianças. Em contraste com o sucesso obtido nos 
pacientes pediátricos, o transplante de pacientes adultos não apresenta 
resultados satisfatórios (PUI; EVANS, 2006; VITALE et al., 2006).  
Apesar da taxa de cura da LLA na infância ser favorável, muitos 
pacientes ainda desenvolvem sérias complicações agudas e tardias em 
consequência dos efeitos colaterais dos tratamentos. Esses são especialmente 
severos naqueles pacientes que necessitam de transplante de medula óssea 
para a cura. Neste sentido justifica-se os esforços  que estão sendo realizados 
para desenvolver novas abordagens de tratamento com o objetivo de 
melhorar tanto a taxa de cura como a qualidade de vida dos pacientes com 
LLA (PUI; JEHA, 2007; DILLER, 2011). Adicionalmente, estudos vêm 
sendo realizados com o objetivo de estudar novos alvos terapêuticos para as 
leucemias que induzam as células tumorais à morte celular programada e que 
apresentem melhor eficácia e menos efeitos colaterais (ZHANG et al, 2008; 
NICHOLSON, 2000; DEBATIN, 2004).  
Um exemplo de classe de quimioterápicos bastante utilizada, 
principalmente na primeira fase do tratamento da LLA, são as antraciclinas 
(TALPAZ et al., 2006), porém, estes fármacos apresentam uma significativa 
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toxicidade cardíaca. Altas concentrações no pico plasmático estão associadas 
à cardiopatia congestiva ao longo do tratamento.  
Outro exemplo é um nucleosídeo análogo da pirimidina, a citarabina 
(4-amino-1-beta-D-arabinofuranosil-2-1H-pirimidinona). Este fármaco ao 
entrar nas células através de proteínas de membranas específicas, conhecidas 
como os transportadores de nucleosíeos, são metabolizados intracelularmente 
por quinases específicas resultando em formas ativas di e trifosforilado de 
citarabina (GALMARINI et al., 2001). A citarabina é um antimetabólito, 
ciclo celular específico, que destrói as células da fase S da divisão celular 
além de inibir a DNA polimerase e incorporação de citarabina no DNA e 
RNA. Apesar da utilização de citarabina em pacientes com leucemia, os 
índices de cura ainda são considerados baixos, principalmente devido à 
resistência primária ou adquirida (GILES, et al., 2006; GALMARINI et al., 
2008).  
Assim, uma das estratégias para diminuição da toxicidade ou 
resitência aos fármacos é a utilização da nanotecnologia, incorporando essas 
moléculas em sistemas nanoestruturados. Desta maneira, a liberação do 
fármaco poderá ser controlada, evitando-se os picos plasmáticos e reduzindo 
o desenvolvimento de resistência ao fármaco (HALEY; FRENKEL, 2008).  
 
3.3. ANÁLOGOS DE PIRIMIDINAS  
 
Nos últimos anos tem-se verificado um grande avanço científico 
envolvendo síntese de fármacos, que é uma importante etapa da química 
orgânica, uma vez que permite a síntese de novas moléculas e respectivos 
análogos.  
Compostos heterocíclos destacam-se entre fármacos produtos 
agroquímicos, vitaminas, princípios ativos oriundos de plantas, sendo 
integrantes de materiais de diversificada aplicabilidade. Extraídos da natureza 
ou obtidos sinteticamente, os compostos heterocíclos são comuns na química 
orgânica e muitos têm propriedades biológicas definidas. A vitamina B1 
(tiamina), o Celecoxib (usado como anti-inflamatório), o Viagra (sildenafil), 
são alguns exemplos de compostos que possuem anéis heterocíclos nas 
respectivas estruturas.  
Entre os sistemas heterocíclos, destacam-se as pirimidinas e seus 
derivados, que atraem o interesse de pesquisadores devido a importância 
terapêutica e biológica. Isto ocorre principalmente porque estas moléculas 
estão presentes em organismos vivos e podem fazer parte de moléculas de 
ácidos nucléicos, como DNA e RNA, os quais são essenciais na biossíntese 
de proteínas. Esta bioatividade pode ser modificada ou desativada, 
43 
Revisão de Literatura  
 
dependendo do tipo e da posição dos substituintes. Compostos pirimidínicos 
têm sido utilizados na medicina como antibióticos, anti-neoplásicos, 
sedativos, hipnóticos, anticonvulsivos e no tratamento do diabetes 
(KATRITZKY; REES, 1995). 
Como exemplo, podemos citar o derivado pirimidínico 5-hidroximetil-
2-metoxi-4-aminopirimidina, isolado a partir do Bacillus megatherium que 
apresentou atividade antimicrobiana a um amplo espectro de fungos e 
bactérias e atividade atni-carcinogênica em ratos. O Veronal e o Luminal são 
importantes hipnóticos (ACHESON, 1976), e o Darapin é utilizado como 
agente antimicrobiano (BROWN, 1984). Como exemplo de derivados 
pirimidínicos utilizados no tratamento do câncer, destaca-se o antimetabólico 
5-fluor-uracil (KANEKO; KATAYAMA, 1988; LEDNICER, MITSCHER, 
1988). Pirimidinas sulfonamidas, por sua vez, foram muito usadas como 
antimicrobianos (KATRITZKY; REES, 1995). Pirimidinas também estão 
sendo amplamente utilizadas na agricultura como inseticidas e fungicidas. 
Entre vários exemplos, podemos citar o Pyrimethanil e o Pirimicarb 
(KATRITZKY; REES, 1995).  
 
 
 
Figura 1. Estruturas químicas de fármacos pirimidínicos. 
 
Estudos in vivo e in vitro relatam inúmeras atividades farmacológicas 
a esta classe de compostos como: atividade antineoplásica (TANGEDA, 
GARLAPATI, 2010); indutora de interferon (VROEGOP et al, 1999); 
Veronal Luminal 
Darapin 
5-­‐fluor-­‐uracil 
Pyrimethani
l 
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antiviral (SALADINO et al., 2002); anti-hipertensiva (SALIMBENI et al., 
1995); anti-histamínica (TEMPLE et al., 1979); hipoglicêmica 
(MADHAVAN et al., 2002); anticonvulsivante (WHITE, et al, 2004); e anti-
inflamatória (SANTAGATI, et al., 1994).  
Existem diferentes metodologias para a síntese de compostos 
heterocíclos, os quais podem fornecer diferentes tipos de substituintes no 
composto formado. Dentro desse contexto, os pesquisadores do Núcleo de 
Química de Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade Federal de Santa 
Maria (UFSM) vêm desenvolvendo e adaptando rotas sintéticas visando a 
obtenção de heterocíclos estrategicamente substituídos com aplicação 
comprovada ou análogos estruturais de compostos com aplicação conhecida 
que fornecem, ainda, possibilidades de derivatizações para outras estruturas.  
 
3.4. VIA DE ADMINISTRAÇÃO PARENTERAL 
 
Uma das áreas mais promissoras na utilização das nanopartículas é a 
vetorização de fármacos antineoplásicos, principalmente através de 
administração parenteral, almejando uma distribuição mais seletiva dos 
mesmos e, assim, um aumento do índice terapêutico (DATE, 
NAGARSENKER, 2008; BRUXEL, et al., 2012). 
A via de administração parenteral é um das alternativas para 
administração de fármacos com hidrossolubilidade reduzida, como é o caso 
de fármacos para o câncer e também com dificuldades de absorção via oral. É 
também uma via de escolha nos casos de emergência, uma vez que assegura 
início muito rápido de ação. No entanto, o desenvolvimento de medicamentos 
destinados a essa via, representa um grande desafio tecnológico levando em 
consideração o número restrito de excipientes aprovados para a utilização 
parentérica, devido aos requisitos imprescindíveis, em especial, relacionados 
à biocompatibilidade. Assim, uma formulação desejável deve considerar a 
segurança de seus excipientes, além da incorporação do fármaco na dose 
requerida com estabilidade em função do tempo (DATE, NAGARSENKER, 
2008; BRUXEL, et al., 2012). 
De acordo com Date e colaboradores (2008), até 40% das novas 
moléculas químicas descobertas são compostos pouco solúveis ou 
hidrofóbicos, o que dificulta ainda mais o desenvolvimento de uma forma 
farmacêutica parenteral. Neste contexto, estratégias são propostas, utilizando 
cosolventes como o etanol e propilenoglicol, e modificação do pH do 
veículo. Porém, muitos fármacos são incompatíveis, além da dor no local da 
injeção e a possibilidade de hemólise dependendo da concentração que são 
utilizadas na formulação.  
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Outra alternativa é utilizar óleos para a solubilização de fármacos. Esta 
abordagem é bem aceita para medicamentos intramusculares de liberação 
prolongada, porém para a administração endovenosa, soluções oleosas não 
são viáveis (STRICKEY, 2004). Neste sentido, uma alternativa interessante 
seria a utilização de nanotecnologia na formulação dos medicamentos. 
 
3.5 NANOTECNOLOGIA E O CÂNCER 
 
Muitos estudos vêm evidenciando ensaios clínicos com 
quimioterápicos incorporados em sistemas de liberação de fármacos como 
nanopartículas para o tratamento de vários tipos de câncer (ZEISSER-
LABOUÈBE et al., 2006; VARGAS et al., 2008; DUAN et al., 2010; GARG 
et al., 2012).  
Nos últimos anos, é cada vez mais evidente que o desenvolvimento de 
novos fármacos por si só não é suficiente para garantir o progresso na terapia 
medicamentosa. Promissores resultados de testes in vitro são frequentemente 
acompanhados por resultados desapontadores in vivo, devido a inúmeras 
razões como a baixa absorção, metabolismo rápido, alta toxicidade do 
fármaco, baixa solubilidade, o que exclui a via parenteral (MEHNERT; 
MÄDER, 2012). 
Uma estratégia promissora para superar estes problemas envolve o 
desenvolvimento de sistemas de liberação de fármacos frequentemente 
descritos como “drug delivery systems”. Nestes sistemas, o destino final do 
fármaco é determinado principalmente pelas características do sistema de 
liberação, que pode possibilitar uma liberação controlada e localizada do 
fármaco de acordo com as necessidades específicas da terapia, independente 
das características físico-químicas do fármaco incorporado no sistema.  
Esta tecnologia de liberação controlada de fármacos oferece inúmeras 
vantagens quando comparada às tecnologias clássicas, viabilizadas pelas 
formas farmacêuticas convencionais (AZEVEDO, 2002; MOHANRAJ, 
CHEN, 2006; RAWAT, 2006), tais como: i) maior eficácia terapêutica, com 
liberação progressiva e controlada do fármaco, a partir da degradação da 
matriz; ii) diminuição significativa da toxicidade e maior tempo de 
permanência na circulação; iii) natureza e composição dos veículos variada e, 
ao contrário do que se poderia esperar, não há predomínio de mecanismos de 
instabilidade e decomposição do fármaco (bio-inativação prematura); iv) 
administração segura (sem reações inflamatórias locais) e conveniente 
(menor número de doses); v) direcionamento a alvos específicos, sem 
imobilização significativa das espécies bioativas; vi) tanto substâncias 
hidrofílicas (de difícil absorção), quanto lipofílicas podem ser incorporadas 
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aumentando consequentemente a biodisponibilidade de substâncias 
fracamente solúveis; vii) podem superar a resistência oferecida por algumas 
barreiras biológicas (GREF et al., 1995; GUPTE; CIFTCI, 2004; 
YEZHELYEV et al., 2006; SAKATA et al., 2007; WANGA; THANOU, 
2010). 
A nanotecnologia pode ser definida como uma abordagem técnica 
envolvida no “design” ou planejamento, síntese, caracterização e aplicação 
de materiais que apresentem pelo menos uma dimensão em escala 
nanométrica (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007). A nanotecnologia pode 
ser aplicada em diversas áreas, entre estas destaca-se a vetorização de 
fármacos e as aplicações no segmento de imagens médicas, auxiliando no 
diagnóstico e tratamento de pacientes com diversas doenças, particularmente 
o câncer (KAWASAKI; PLAYER, 2005; MACEWAN; CALLAHAN; 
CHILKOTI, 2010). 
As nanopartículas que possuem superfície hidrofóbica ou negativa, 
apresentam desvantagem para utilização por via parenteral, devido à rápida 
remoção da circulação sanguínea, após a administração, pelos fagócitos do 
sistema mononuclear fagocítico. Isto ocorre principalmente em função das 
características de superfície das partículas que podem permitir a adsorção de 
proteínas (opsoninas) facilitando o reconhecimento pelos macrófagos. Assim, 
as características de superfície das nanopartículas podem ser ajustadas, ou 
mesmo moduladas, segundo o interesse terapêutico, o alvo de ação, a via de 
administração e outros fatores, tais como a localização do agente infeccioso 
que se quer atingir (BOCCA et al., 1998).  Tem sido observado que 
tensoativos não-iônicos como poloxâmeros e polissorbato apresentam 
propriedades físico-químicas capazes de formar uma barreira estérica na 
superfície das nanopartículas, diminuindo a interação com as células 
fagocíticas. Estas partículas modificadas são denominadas de “estericamente 
estabilizadas” ou nanopartículas de “longa circulação” apresentam a 
capacidade de permanecer por tempo prolongado na circulação sanguínea, 
tendo, dessa maneira, uma biodistribuição diferenciada das nanopartículas 
convencionais. (AVGOUSTAKIS, 2004; KUO, SHIH-HUANG et al, 2014).  
O tamanho da partícula e a distribuição granulométrica (índice de 
polidispersão) são análises fundamentais para a utilização de nanopartículas 
de uso parenteral. Esta análise esta diretamente relacionada  à segurança de 
uso da formulação, uma vez que a presença de partículas micrométricas 
aumenta o risco de embolia, bem como à estabilidade do sistema. Em geral, 
nanopartículas com os menores diâmetros, de até aproximadamente 500 nm, 
tendem a ser mais seguras para o uso parenteral e partículas menores que 200 
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nm não são fagocitadas (DATE, NAGARSENKER, 2008;  MERISKO-
LIVERSIDGE, LIVERSIDGE, 2011; BRUXEL, et al., 2012).  
Além disso, Lee e colaboradores constataram que sistemas 
nanoestruturados são menos dolorosos para a injeção, em comparação com as 
formulações à base de cosolventes (LEE et al., 2002). Estes sistemas também 
têm mostrado que a encapsulação pode reduzir a potencial toxicidade de 
alguns fármacos como a anfotericina B (MORENO et al., 2001).  
Especialmente para o câncer, um aumento da permeabilidade vascular 
do tecido tumoral ocorre em decorrência da má formação da neovasculatura 
dos tecidos tumorais, a qual apresenta lacunas entre as células endoteliais.  
Este aumento da permeabilidade capilar possibilita o extravasamento de 
carreadores nanoestruturados de fármacos que apresentam diâmetro entre 10 
e 700 nanômetro, fenômeno conhecido como EPR (Enhanced Permeability 
and Retention) (MATSUMURA, MAEDA, 1986; YEZHELYEV et al., 
2006).  
 A utilização de nanocarreadores com o objetivo de incorporar 
quimioterápicos consiste em uma excelente estratégia quando se trata de 
moléculas que apresentam baixa solubilidade e fármacos com curto tempo de 
meia-vida plasmática (BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2002, 
YEZHELYEV et al., 2006; SHALVIRI et al., 2012;  HEIDARI et al., 2013).  
 Além disso, sabe-se que fármacos quimioterápicos apresentam baixa 
capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e esta característica é o 
principal obstáculo para a cura de muitos tumores. Em especial, na leucemia 
linfoide aguda (LLA), além das vantagens acima citadas, a utilização destes 
sistemas carreadores pode contribuir para o aumento da biodisponibilidade de 
fármacos no SNC. Como o SNC é o local extramedular mais envolvido na 
LLA, a utilização de um nanocarreador constitui uma importante estratégia 
terapêutica (BOSTROM et al., 2003).  
Do ponto de vista farmacêutico, e considerando as dimensões, 
nanocarreadores são estruturas cujo tamanho está compreendido entre 1 a 
1000 nm (SHEGOKAR; MÜLLER, 2010). Estas estruturas podem ser 
preparadas por diferentes métodos e possuir diferentes constituições, 
incluindo materiais biodegradáveis como polímeros naturais ou sintéticos, 
lipídeos ou fosfolipídeos e, em alguns casos, compostos organometálicos. Há 
diferentes tipos de nanocarreadores tais como nanopartículas poliméricas,  
nanopartículas lipídicas, nanopartículas metálicas, dendrímeros, bem como 
diferentes tipos de aplicações para estes sistemas (TORCHILIN, 2001; 
HUGHES, 2005; RAWAT, 2006; AMIJI, 2007; PARK, 2007; KIM, 2007; 
JABR-MILANE et al, 2008; KUMARI, YADAV, 2010; DANHIER et al, 
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2012;  MITTAL, CHISTI, BANERJEE., 2013; RAVINDRAN, 
CHANDRAN, KHAN, 2013; KANGO, 2013).  
Nanopartículas lipídicas são preparadas à base de materiais lipídicos, 
que apresentam a grande vantagem de serem biodegradáveis e de composição 
muito semelhante à fisiológica, sendo os materiais mais prováveis de 
apresentarem biocompatibilidade associada a uma reduzida toxicidade 
crônica e aguda.  
A classificação das preparações de nanopartículas lipídicas consiste 
em: i) nanoemulsões (quando o lipídeo utilizado é líquido em temperatura 
ambiente); ii) nanopartículas estruturadas (quando há uma mistura de lipídeo 
líquido com lipídeo sólido) e iii) nanopartículas lipídicas sólidas (quando o 
lipídio é sólido em temperatura ambiente) (WISSING; KAISER; MÜLLER, 
2004). 
As nanopartículas lipídicas foram introduzidas nos anos 50 em 
produtos de nutrição parenteral. Nos últimos anos, este tipo de carreador está 
sendo utilizado para incorporar fármacos lipofílicos como por exemplo o 
diazepam, vendido como Diazepam-Lipuro® injetável, para aplicação 
intravenosa e intramuscular (MEHNERT E MADER, 2012).  
 
3.4.1. NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS 
 
Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) são sistemas de liberação de 
fármacos, como o próprio nome diz, de tamanho nanométrico, cuja matriz é 
formada por lipídeos sólidos à temperatura ambiente e corporal. Estas 
características combinam as vantagens dos sistemas tradicionais, como os 
lipossomas, as partículas poliméricas e as emulsões, além de minimizar 
alguns dos inconvenientes inerentes a estes sistemas (JOSHI; MÜLLER, 
2009).  
NLS são derivadas das emulsões para nutrição parenteral e, 
diferentemente dessas emulsões que são normalmente estabilizadas com 
lecitina, podem ser estabilizadas com outros tensoativos ou polímeros. O 
diâmetro médio pode variar de aproximadamente 50 a 1000 nm (MÜLLER et 
al., 2000). Experimentos utilizando diferentes tipos de nanopartículas 
sugerem que, para que ocorra o extravasamento dentro de um tumor, o 
tamanho do nanocarreador deve ser aproximadamente 400 nm, mas outros 
estudos têm mostrado que partículas com tamanho médio inferior a 200 nm 
são mais efetivos (PEER et al., 2007). 
Geralmente as NLS são sistemas interessantes para incorporação de 
fármacos lipofílicos, no entanto, podem ser também utilizadas para a 
incorporação de fármacos hidrofílicos. Comparadas aos outros sistemas 
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particulados, as NLS apresentam algumas vantagens, como boa tolerabilidade 
e biodegradação, alta biodisponibilidade, liberação sustentada ou modulada 
devido à matriz sólida utilizada, além da habilidade de prevenir a degradação 
química, fotoquímica ou oxidativa do fármaco. As NLS usualmente  estão 
constituídas de ingredientes bem tolerados fisiologicamente e aprovados para 
aplicações farmacêuticas em humanos, apresentado 10 – 100 vezes menos 
toxicidade do que as partículas poliméricas (CAVALLI et al., 1997; 
PEDERSEN et al., 2006). Adicionalmente, a produção de NLS é facilmente 
transponível para a escala industrial com baixo custo e sem a utilização de 
solventes orgânicos (MÜLLER et al., 2000; JOSHI,  HUANG et al;. 2008; 
JOSHI, MÜLLER, 2009).  
Por outro lado, alguns problemas devem ser ressaltados, como a 
limitada eficiência de encapsulação pela utilização de um único lipídeo, que 
pode dificultar a entrada do fármaco entre as cadeias lipídicas e a expulsão do 
fármaco da matriz lipídica devido às transformações polimórficas do lipídeo 
durante a estocagem (BUNJES; WESTESEN; KOCH, 1996; WISSING; 
KAISER; MÜLLER, 2004; MEHNER; MÄDER, 2012). 
Os lipídeos mais utilizados na obtenção de NLS são triglicerídeos 
(tripalmitina), glicídeos parciais (monoestearato de glicerila), ácidos graxos 
(ácido esteárico), esteróis (colesterol) e ceras (cetilpalmitato). São utilizados 
também diversos emulsificantes e polímeros, como os sais biliares 
(taurodeoxicolato, lecitinas e copolímeros do polioxidoetileno e 
polioxidopropileno (poloxamer), polissorbatos para evitar a agregação das 
partículas e estabilizá-las (HUO, ZHOU, 2007; FANG et al., 2008; MÜLLER 
et al., 2008; KHERADMANDNIA et al., 2010; MARTINS et al., 2012).  
 
3.4.1.1. TÉCNICAS DE PREPARO DE NLS 	  
Uma das maiores vantagens da utilização de NLS é o reduzido custo 
na produção industrial. Existem muitos métodos para produção das NLS 
incluindo homogeneização à alta pressão, microemulsão, emulsificação por 
evaporação de solventes e método de irradiação ultrassônica. Estas técnicas, 
por sua vez, interferem em diversas características das partículas, como por 
exemplo, no tamanho, índice de polidispersão e até mesmo na morfologia.  
 
3.4.1.1.1. Técnica de homogeneização em alta pressão 
 
A técnica de homogeneização em alta pressão foi desenvolvida por 
MÜLLER e Luck em 1996 (Patente Européia nº 0605497) para a preparação 
de nanoemulsões para nutrição parenteral em grande escala. Existem 
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inúmeros equipamentos, de vários tamanhos, preços e capacidades diferentes 
para tanto. Eles funcionam puxando o líquido em alta pressão (100 – 2000 
bar), por um pistão estreito (de escala nanométrica), o qual é acelerado em 
uma pequena distância a uma alta velocidade (acima de 1000 Km/h). Este 
fluido é, portanto, submetido a um grande estresse, em que forças de 
cavitação rompem as gotículas, gerando as nanogotículas.  
A influência do tipo de homogeneizador, da pressão aplicada, do 
número de ciclos empregados e da temperatura no tamanho das partículas 
obtidas tem sido exaustivamente estudada. Com esta técnica é possível 
trabalhar com concentrações de lipídeo acima de 40% e, geralmente, a 
distribuição de tamanho das partículas obtidas fica numa faixa estreita 
(polidispersão inferior a 0,2). 
 
3.4.1.1.2. Técnica de homogeneização por sonda de ultrassom 
 
A técnica de homogeneização por sonda de ultrassom é bastante 
utilizada na preparação de NLS (WEYENBERG et al., 2007; SILVA et al., 
2011; MARTINS et al, 2012; SILVA et al., 2012a;  MUSSI et al., 2013). 
Consiste em um método simples, baseado na quebra da fase interna de uma 
emulsão pré-formada pela produção de ondas sonoras alternadas de pressões 
altas e baixas geradas pelo ultrassom (irradiação ultrassônica). Estas ondas 
sonoras de alta frequência são produzidas por um gerador de ultrassom e 
convertidas por um transdutor em ondas mecânicas no interior do líquido. 
Durante a fase de baixa pressão, as bolhas aumentam de tamanho até que 
atinjam a fase de alta pressão, na qual elas são comprimidas até romperem 
(HIELSHER, 2005; FREITAS et al., 2006; JAFARI; HE; OUZINEB et 
al.,2006; BHANDARI, 2007). 
 A intensidade da radiação ultrassônica é que determina o tamanho das 
nanopartículas. Quanto maior a intensidade da radiação, menor será o 
diâmetro da gotícula. Esta diminuição é limitada a um platô, no qual o 
tamanho dessas gotículas permanece constante (MAA; HSU, 1999; JAFARI; 
HE; BHANDARI, 2007). 
 No entanto, este método apresenta algumas desvantagens, como a 
produção de NLS com dimensões heterogêneas (ELDEM, 1991). Além disso, 
o uso da sonda de ultrassom é sempre acompanhado por um risco de 
contaminação por titânio (material da sonda) e pela possibilidade de 
degradação do ativo, devido à elevada força de cavitação aplicada com 
aumento da temperatura do sistema. Outra desvantagem é a utilização de 
baixas concentrações de lipídeo, uma vez que a homogeneização de produtos 
com viscosidade alta por irradiação ultrassônica é inviável, impossibilitando 
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a utilização desta técnica (MÜLLER, MADER, GOHLA, 2000; WISSING, 
KAYSER, MÜLLER, 2004). 
 
3.4.1.1.3. Técnica a partir de microemulsões 
 
A técnica de obtenção de NLS a partir de microemulsões foi 
desenvolvida por Gasco e colaboradores (1997) e vem sendo modificada por 
alguns pesquisadores (CAVALLI et al., 1998; LIM; KIM, 2002). De maneira 
geral, as NLS preparadas com esta técnica são produzidas vertendo-se uma 
microemulsão (O/A) ainda quente em água gelada, seguido de forte agitação 
e retirada do excesso de água por liofilização ou ultracentrifugação. A fase 
interna da microemulsão deve ser composta por lipídeos de baixo ponto de 
fusão, sendo assim, quando a mesma entra em contato com a água gelada 
ocorre a formação da NLS.  
 
3.4.1.1.4. Técnica de evaporação do solvente 
 
 NLS podem também ser preparadas pelo método de evaporação do 
solvente desenvolvido por Sjostrom e Bergenstahl (1992). O material 
lipofílico é dissolvido em um solvente orgânico imiscível em água, por 
exemplo, o clorofórmio, que é emulsionado numa fase aquosa contendo um 
emulsionante. Após a evaporação do solvente, geralmente sob pressão 
reduzida, a dispersão de nanopartículas é formada por precipitação do lipídeo 
no meio aquoso. A maior desvantagem deste método é o uso de solventes 
orgânicos (PATIDAR et al., 2010; MEHNERT; MADER, 2012). 
 
3.5.  MÉTODOS PARA CARACTERIZAÇÃO DE NLS 
 
 Assim como para os demais sistemas de liberação de fármacos, a 
caracterização adequada é uma das etapas mais importantes na pesquisa e 
desenvolvimento de NLS e o conjunto das informações obtidas por estes 
estudos são pré-requisito para o sucesso  deste tipo de sistema de liberação.  
A caracterização das NLS engloba a determinação do tamanho e do 
potencial zeta da partícula, a avaliação morfológica, a eficiência de 
encapsulação do fármaco e, ainda, a avaliação da estabilidade em função do 
tempo e da temperatura de armazenamento.  
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3.5.1. DETERMINAÇÃO DE TAMANHO DE PARTÍCULA  
 
O método usualmente empregado para a determinação do diâmetro 
médio e da distribuição do tamanho é o espalhamento dinâmico de Luz (Do 
inglês, Dynamic Light Scattering, DLS), também conhecido 
como espectroscopia de correlação de fótons.  É uma das técnicas mais 
utilizadas na determinação de tamanhos de nanopartículas em função da 
praticidade do método, facilidade de operação e velocidade na aquisição dos 
dados (BOHREN, HUFFMAN, 1983).  Este método está baseado na 
propriedade de partículas em suspensão difundirem em todas as direções e 
estarem em movimento permanente, o movimento Browniano. Esta 
movimentação causa o espalhamento do feixe de luz incidente sobre as 
partículas, possibilitando a determinação do raio hidrodinâmico das mesmas 
(LIMA, 1995; HOFFMANN et al, 1997; RODRIGUES et al, 2003; SANTOS 
et al, 2006; JÄGER et al, 2007). 
 O tamanho médio das partículas e a distribuição de tamanho conhecida 
como índice de polidispersão (PI) dos sistemas nanocarreadores são 
parâmetros muito importantes na área de nanotecnologia farmacêutica. No 
caso do tamanho das NLS, as formulações adequadas devem possuir baixa 
polidispersividade e tamanho médio menor que 1000 nm. O tamanho das 
nanopartículas depende de vários fatores incluindo: i) método de preparação; 
ii) natureza do material utilizado; iii) concentração do lipídeo ; iv) 
características físico-químicas do fármaco encapsulado; v) concentração de 
emulsionantes; vi) proporção entre fase oleosa e aquosa; vii) a viscosidade 
das fases utilizadas; viii) a velocidade de agitação; e ix)  velocidade de 
difusão da fase orgânica na aquosa  quando se utiliza solventes (LEGRAND 
et al., 1999).  
O índice de polidispersão pode variar entre zero, quando todas as 
partículas da dispersão apresentam aproximadamente o mesmo tamanho, e 
um (1,0), quando o diâmetro médio das partículas é bastante heterogêneo. De 
uma maneira geral, sistemas nanoestruturados são considerados 
monodispersos quando o valor de PI é inferior ou igual a 0,2. 
Especificamente para NLS, devido aos inúmeros fatores envolvidos em sua 
preparação que afetam o tamanho de partícula, valores de PI mais elevados 
são considerados adequados.  
 
3.5.2. POTENCIAL ZETA (ζ) 
 
O potencial zeta reflete o potencial de superfície de partículas, o qual é 
influenciado pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão 
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da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção 
de espécies iônicas presentes no meio aquoso de dispersão (FLORENCE, 
ATTWOOD, 2003). Geralmente o potencial zeta é calculado por medidas de 
mobilidade eletroforética que correspondem à velocidade das partículas em 
suspensão, quando submetidas a um campo elétrico. Quanto maior a carga 
superficial, maior será a velocidade com que as partículas se deslocam em 
direção aos eletrodos de carga oposta. Esta velocidade é medida através da 
técnica de espalhamento de luz.  
A medida do potencial zeta permite esclarecimentos sobre a 
estabilidade da formulação, principalmente durante o período de estocagem. 
Geralmente, a agregação entre as partículas é menor quando há repulsão 
eletrostática entre elas. Para garantir a estabilidade, acredita-se que o 
potencial zeta deva ser superior ao módulo de 30 mV (FREITAS, MÜLLER, 
1998, POHLMANN et al, 2002; GREF, COUVREUR, 2006). Porém, esta 
regra não pode ser aplicada irrestritamente, pois existem algumas 
formulações com estabilizantes que possuem um potencial zeta menor e nem 
por isso deixam de ser estáveis (MÜLLER et al., 1996). No caso de um 
tensoativo não-iônico, a estabilização do sistema ocorre devido ao 
impedimento estérico e isso faz com que o potencial zeta da formulação 
apresente valor inferior ao módulo de 30 mV, o que também garante a 
estabilidade da suspensão. Em geral, as misturas binárias de emulsionantes 
são muito mais eficazes na estabilização de uma formulação do que quando 
se utiliza somente um emulsionante (WU, ZHANG, WATANABE, 2011). 
 
3.5.3. AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA 
 
 Entre as técnicas microscópicas, a microscopia eletrônica de 
transmissão (MET do Inglês Transmission Eletronic Microscopy) e a 
microscopia de força atômica (AFM, do Inglês Atomic Force Microscopy) 
têm mostrado serem adequadas na obtenção de imagens diretas de 
nanopartículas lipídicas, possibilitando a determinação da distribuição de 
tamanho, além de permitir evidenciar a cristalinidade das estruturas, no caso 
do uso de microscópios de alta resolução (HOU et al., 2003).  
A microscopia por MET consiste em uma técnica na qual um feixe 
de elétrons é emitido em direção à amostra adequadamente preparada, 
interagindo enquanto a atravessa. Esta interação entre a amostra e o feixe de 
elétrons forma uma imagem que é ampliada e focada em um dispositivo de 
imagem. Essa microscopia é capaz de exibir imagens em alta resolução 
devido ao pequeno comprimento de onda dos elétrons.  
Já a técnica de AFM (microscopia de força atômica) tem sido 
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bastante empregada para caracterizar a morfologia de superfície das 
nanopartículas. É a microscopia que fornece informações com alta resolução 
em três dimensões, em escala nanométrica, sendo possível ainda obter dados 
com alta resolução de superfície em nível atômico. 
O microscópio de força atômica é constituído de uma sonda 
extremamente fina (~100 Å de diâmetro na extremidade da sonda) montada 
na extremidade de uma alavanca que varre a superfície da amostra, mantendo 
uma força pequena e constante entre a sonda e a amostra que faz a alavanca 
oscilar. Esta técnica permite a avaliação do tamanho das partículas, no 
entanto, é considerada uma técnica de segunda escolha principalmente para 
nanocarreadores lipídicos, uma vez que estas se deformam quando 
depositadas sobre o suporte plano (MONTASSER et al., 2002). 
Os modos de operação do AFM mais comuns são o de contato 
(contact mode) e o de contato intermitente (tapping mode). No modo contato, 
a sonda toca continuamente a superfície da amostra, podendo gerar ruídos nas 
imagens ou imagens distorcidas devido a interações fortes com superfícies 
mais macias. No entanto com um fino controle da força pode-se obter dados 
com amostras macias (MUNFORD et al., 2005).  
 
3.5.4. EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO  
 
Uma das técnicas muito empregadas para determinar a quantidade de 
fármaco associada às nanopartículas é a ultrafiltração-centrifugação, na qual 
uma membrana é utilizada para separar a fase aquosa da fase oleosa ou 
dispersa da suspensão coloidal. A concentração livre do fármaco é 
determinada no ultrafiltrado e a fração de fármaco associada às 
nanoestruturas é calculada também pela diferença entre a concentração 
inserida inicial e livre de fármaco (SCHAFFAZICK et al., 2003; 
KHERADMANDNIA et al., 2010; KIM, PARK, KIM, 2010; PRIYANKA, 
ABDUL HASAN, 2012). 
 
3.5.5. ESTABILIDADE QUÍMICA, FÍSICO-QUÍMICA, BIOLÓGICA 
 
 As suspensões coloidais normalmente não possuem tendência à 
separação de fases durante alguns meses após a preparação, pois o processo 
de sedimentação é lento para partículas nanométricas, sendo minimizado pelo 
movimento Browniano. No entanto, existem vários fatores que podem 
influenciar a estabilidade das suspensões coloidais (aglomeração e 
sedimentação) como, por exemplo, a adsorção de moléculas ativas às 
superfícies das nanopartículas, a presença de tensoativos adsorvidos, a 
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estabilidade química da matriz nanocarreadora utilizada na preparação, entre 
outros (SCHAFFAZICK et al, 2003; WU, ZHANG, WATANABE, 2011). 
 A aplicabilidade industrial de nanopartículas dispersas em meio 
aquoso pode ser limitada devido aos problemas de agregação das partículas, 
estabilidade química dos ingredientes da formulação e do fármaco. Além 
disso, é importante ressaltar que formas farmacêuticas líquidas são 
susceptíveis a contaminação microbiológica. Estes problemas podem ser 
evitados ou retardados através de operações de desidratação das suspensões 
de nanopartículas como a liofilização (sublimação) e a nebulização (spray-
drying ou aspersão) ampliando assim as perspectivas de utilização clínica 
destes sistemas carreadores de fármacos (POHLMANN et al, 2002; 
SCHAFFAZICK et al, 2003). 
A liofilização, que consiste na remoção da água por meio de 
sublimação, tem sido amplamente empregada para a secagem de suspensões 
coloidais (ZIMMERMANN, MÜLLER, MADER, 2000; LI et al., 2008; 
GUAN et al., 2011; AYEN, KUMAR, 2012). Desta forma, espera-se que o 
estado sólido dos liofilizados permita uma melhor estabilidade química e 
física do que dispersões aquosas de lipídeos. No entanto, existem duas 
transformações adicionais na formulação que são necessárias, que podem 
originar problemas de instabilidade adicionais. A primeira transformação - a 
partir de dispersão aquosa de pó - envolve o congelamento da amostra e a 
sublimação da água sob vácuo. Este congelamento pode causar problemas de 
estabilidade que resulta em alterações de osmolaridade e pH. A segunda 
transformação seria a ressolubilização principalmente nos estágios iniciais, 
situações que favorecem a agregação das partículas (MEHNERT; MÄDER, 
2012). Para minimizar esses problemas a adição de crioprotetores é 
necessária, ajudando a diminuir a agregação de NLS e a obter uma melhor 
redispersão do produto seco.  
Os crioprotetores conferem proteção para as nanopartículas durante o 
congelamento e são adicionados às suspensões coloidais antes da liofilização 
para amenizar o estresse do processo nas partículas. Entre os crioprotetores 
mais comuns mencionados na literatura estão os açúcares tais como glucose, 
sacarose, manitol, trealose, lactose, polímeros tais como o álcool polivinílico 
(ABDELWAHED et al., 2006) e a gelatina (SCHWARZ, MEHNERT, 1997; 
SAEZ et al., 2002; KONAN et al., 2002; VARSHOSAZ et al., 2012.  
No caso dos açúcares, o efeito crioprotetor é atribuído à formação de 
uma matriz amorfa ao redor das nanopartículas, promovendo um 
espaçamento entre as mesmas, evitando, assim, a agregação durante o 
congelamento, possibilitando a posterior ressuspensão (SAEZ et al., 2002). 
Outro mecanismo de proteção conferido pelos crioprotetores envolve a 
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formação de ligações de hidrogênio entre os açúcares e o grupo polar dos 
fosfolipídeos ou emulsionantes hidrofílicos, impedindo a agregação das 
nanopartículas durante o processo de desidratação (CROWE et al., 1996; 
ALLISON et al., 1998). 
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4.1. MATERIAIS 
 
As linhagens celulares de fibroblasto murina (NIH/3T3 - ATCC 
CRL-1658), linhagem celular leucêmica linfoblástica de origem murina 
(L1210), linhagem celular de melanoma de origem murina (B16F10) e 
linhagem celular leucêmica linfoblástica humana (CEM), foram adquiridas 
do Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil). Os meios de cultura DMEM 
e RPMI e o soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Cultilab (São Paulo, 
Brasil); a penicilina e a estreptomicina foram compradas da Gibco® (Grand 
Island, NY, EUA); o dimetil sulfóxido (DMSO) foi adquirido da Vetec; o 
ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), o EGTA, MgCl2 e o cloreto de 
potássio (KCl) foram adquiridos da Reagen (Rio de Janeiro, Brasil); O (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), a 
trealose, o Azul de Tripan, laranja de acridina, brometo de etídeo, 
bicarbonato de sódio e o (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid) (HEPES) da Sigma (St. Louis, MO, USA). A Lecitina S75 foi 
comprada da Lipoid (Brasil), o polissorbato 20, polissorbato 80, 
propilenoglicol foram adquiridos da Synth (Brasil). O monoestearato de 
glicerila e o ácido esteárico da Galena (Brasil), tripalmitina da Sasol 
(Alemanha). Águas purificada e ultra-pura (MilliQ-Milipore, EUA) foram 
utilizadas. Os análogos de Pirimidina foram gentilmente cedidos pelo 
professor Nilo Zanatta na UFSM. Os outros reagentes químicos como o 
etanol e a acetona foram de grau analítico. Solventes utilizados para o 
desenvolvimento da metodologia analítica grau cromatográfico. 
 
4.2. MÉTODOS 
 
4.2.1. Avalição da morte celular dos análogos de pirimidinas 
  
 O estudo sobre os efeitos citotóxicos de análogos de pirimidina foi 
realizado por meio de ensaio de viabilidade celular (teste do MTT). As 
moléculas que apresentaram uma maior citotoxicidade foram avaliadas 
quanto à atividade dependente de concentração e quanto à forma de morte 
celular, pela técnica de fragmentação do DNA. Resumidamente, este 
delineamento está descrito na Figura 2.  
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Figura 2.  Desenho experimental 
 
 
4.2.1.1. Síntese das Pirimidinas 
 
 Os análogos de pirimidina foram sintetizados pelo grupo de pesquisa 
do Núcleo de Química de Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade 
Federal de Santa Maria (UFSM) (PACHOLSKI et al. 1990).   
 As sínteses de análogos nucleosídicos acíclicos foram realizadas pelo 
método clássico de N-alquilação (haleto de alquila, base, solvente polar) 
(ZANATTA et al., 2009). A Tabela 1 mostra as estruturas sintetizadas, 
nomenclatura, fórmula molecular e peso molecular das doze moléculas 
análogas de pirimidina. 
 
Tabela 1. Características dos compostos sintetizados. 
Código Estrutura 
Molécula 
Nomenclatura Fórmula 
Molecular 
Massa 
Molar 
A1 
 
 
 
(Z)-N-metil-3-
(metilamino) -4 
(2-oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il) but-2-
enamida 
 
C11H13Cl3N4O2 339.61 
A2 
 
 
(Z)-N-etil-3-
(etilamino) -4 (2-
oxo-4-
(triclorometilo) 
pirimidina-1 
(2H)-il) but-2-
enamida 
 
C13H17Cl3N4O2 367.66 
Efeito em 
Células 
CEM/
L1210/
B16F10 
Citotóxicas 
Atividade 
dependente de 
concentração 
(CC50) 
Avaliação da 
morte celular 
Apoptose 
Necrose 
Não 
Citotóxicas Despriorizadas 
N
N
CCl3
O
MeHN
O NHMe
N
N
CCl3
O
EtHN
O NHEt
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A3 
 
 
 
(Z) -4 (2-oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il)-N-propil-
3-(propilamino) 
but-2-enamida 
C15H21Cl3N4O2 395.72 
A4 
 
(Z)-N-isopropil-3-
(isopropilamino) -
4 (2-oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il)-but-2-
enamida 
 
C15H21Cl3N4O2 395.72 
A5 
 
(Z) -4 (2-oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il)-N-fenetil-
3-(fenetilamino) 
but-2-enamida 
 
C25H25Cl3N4O2 519.86 
A6 
 
 
 
(Z) -N- (2-
hidroximetil) -3 
(amino-2-
hidroxietil) -4 (2-
oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il) but-2-
enamida  
 
C13H17Cl3N4O4 399.66 
C1 
 
(Z) -N- (3-
hidroxipropil) -3 
(3-hidroxipropil 
amina) -4 (2-oxo-
4-(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il) but-2-
enamida 
 
C15H21Cl3N4O4 427.72 
N
N
CCl3
O
n-PrHN
O NHn-Pr
N
N
CCl3
O
i-PrHN
O NHi-Pr
N
N
CCl3
O
HN
O HN
PH
Ph
N
N
CCl3
O
HN
O HN OH
OH
N
N
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O
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O HN OH
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C2 
 
(Z) -1 - ((4,4-
dimetiloxazolidin
a-2-ilideno) metil) 
-4 (triclorometil) 
pirimidina-2 (1H) 
ona 
 
C11H12Cl3N3O2 324.59 
C3 
 
(Z) -1 (5, 5, 5-
tricloro-2-metoxi-
4-oxopenteno-2-
il) -4-
triclorometil-
pirimidina-2 (1H) 
ona 
 
 
 
 
C11H8Cl6N2O3 
 
 
 
428.91 
B1 
 
2 (3-benzoil-2,4-
dioxo-3,4-di-
hidropirimidina-1 
(2H)-il) acetamida 
C13H11N3O4 273.25 
B2 
 
2 (2-oxo-4-
(triclorometil) 
pirimidina-1 
(2H)-il) acetamida 
C7H6Cl3N3O2 270.5 
B3 
 
2 (5-bromo-4-
metoxi-2-oxo-4-
(triclorometilo) -
3,4-di-
hidropirimidina-1 
(2H)-il) acetamida 
 
C8H9BrCl3N3O3 381.44 
	  
4.2.1.2. Cultura Celular 
 
 Foram utilizadas as linhagens celulares de leucêmica linfoblástica de 
origem murina (L1210), de melanoma de origem murina (B16F10) e de 
célula leucêmica linfoblástica humana (CEM). As células foram mantidas em 
garrafas plásticas de cultura, contendo meio DMEM ou RPMI, suplementado 
com 10 % de soro fetal bovino, 100 U.mL-1 de penicilina, 100 µg.mL-1 de 
estreptomicina, 10 mM HEPES, pH 7.4, em estufa umidificada, a 37 oC e 
N
N
CCl3
O
O
NMe
Me
H
N
N
CCl3
O
Cl3C
O OMe
N
N
O
O
Ph
O
NH2
O
N
N
CCl3
O
NH2
O
N
NH
O
MeO CCl3
Br
NH2
O
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com 5 % CO2. Antes da realização de todos os experimentos, o número de 
células viáveis foi avaliado pelo método de Azul de Tripan (FRESHNEY, 
1987) e a contagem realizada em câmara de Neubauer. 
 
4.2.1.3. Tratamento Celular 
 
 Os compostos foram dissolvidos em uma solução de DMSO e 
armazenados a 4 °C. Essas soluções estoques foram diluídas em meio de 
cultura para atingir as concentrações desejadas nos experimentos. As células 
L1210, CEM e B16F10 foram incubadas com as pirimidinas em placas de 96 
poços, por 24 h. Foram utilizados controles de células sem tratamento e com 
tratamento de DMSO, diluído em meio de cultura, na mesma proporção 
utilizada para dissolver os compostos. A concentração máxima de DMSO 
adicionada as células foi de 0,4 %. 
 
4.2.1.4. Ensaio de Viabilidade Celular 
 
 A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (brometo de 
dimetiazol difeniltetrazólio) (MOSMANN, 1983). O MTT é um sal tetrazólio 
de cor amarela, que é reduzido a formazan, de cor azulada, pela atividade 
oxidativa das células, funcionando como um indicador da função 
mitrocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular.  
As células (1 x 104) foram incubadas por 24 h, em triplicata, com os 
compostos em placas de 96 poços. Decorrido o tempo de incubação, o meio 
de cultura foi retirado e acrescentado uma nova alíquota de meio contendo 
MTT (0,25 µg.mL-1), seguido de incubação por 1 h, a 37 °C. O meio de 
cultura foi retirado e o formazan precipitado foi dissolvido com 
dimetilsulfóxido e a absorbância medida a 540 nm em um leitor de 
microplacas (Organon T eknika, Belgium). A densidade óptica, obtida do 
grupo controle, células sem tratamento, foi considerado como 100 % de 
células viáveis. 
 
4.2.1.5. Determinação da Curva de Concentração versus Resposta 
 
 Para determinar a dependência de concentração versus o efeito 
citotóxico, 1 x 104 células foram incubadas por 24 h com as moléculas em 
concentrações crescentes (0, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 µM). Todas as incubações 
foram feitas em estufa umidificada, a 37 °C, com 5 % CO2, seguido do ensaio 
do MTT citado no item 4.2.1.4. A CC50, concentração citotóxica em 50 % em 
relação a viabilidade celular foi calculada em 24 h, através das curvas 
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obtidas. 
 
4.2.1.6. Análise da Apoptose pelo Método de Fragmentação do DNA	  
 
 O isolamento de fragmentos apoptóticos do DNA foi realizado 
seguindo o método de Han (1997). As células (3 x 106) foram tratadas com as 
pirimidina nas concentrações das CC50 para cada substância, em placas de 6 
poços e mantidas por 24 h a 37 °C, com 5 % de CO2. As células foram 
lavadas com PBS e posteriormente lisadas com tampão de lise (10 mM 
EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8.0; 0,25 % NP-40, 0,5 mg.mL- proteinase K) a 
50 °C, por 2 h. O DNA foi precipitado com 2,5 vol de etanol-NaCl overnight, 
a - 20 °C. As amostras foram, então, centrifugadas a 11000 x g por 30 min. O 
material decantado foi lavado com etanol a 70 %, seco à temperatura 
ambiente, dissolvido em tampão (10 mM Tris-HCl pH 8.0; 0,1 mM EDTA, 
0,6 g.mL- de RNase A) e incubado a 37 °C, por 1 h. A concentração do DNA 
extraído de cada amostra foi determinada por espectroscopia (SAMBROOK; 
RUSSELL, 2001). As amostras foram diluídas 1:100 em água destilada; a 
absorbância foi medida em 260 nm. 
A fragmentação do DNA foi analisada por eletroforese, em gel de 
agarose a 1%, e corado com brometo de etídio. A corrida foi realizada a 150 
V e 200 mA, por 40 min em tampão TAE (Tris - ácido acético – EDTA). 
Foram aplicados 2 µg de DNA de cada amostra. Os géis foram fotografados 
sob iluminação ultravioleta de 320 nm (Hoefer-MacroVue UV-20), 
utilizando-se um sistema de fotodocumentação de géis (Doc- Print®). 
 
4.2.2. Avaliação da influência dos componentes de formulação sobre as 
propriedades e biocompatibilidade de NLS 
 
4.2.2.1. Preparação das nanopartículas lipídicas sólidas 
 
As formulações foram obtidas pelo método de ultrassom (PATIL, 
2007). Para a preparação das nanopartículas, a fase lipídica composta pelo 
lipídeo (ácido esteárico ou tripalmitina ou monoestearato de glicerila), 
emulsionante lipofílico (Lecitina S75) e solução solvente (50:50 v/v etanol e 
acetona) foi aquecida a 75 °C. Em seguida, a fase aquosa composta de  
solução tampão fosfato salino (PBS) acrescida do tensoativo hidrofílico 
(Polissorbato 80), previamente aquecida na mesma temperatura, foi vertida 
na fase oleosa sob agitação. Essa emulsão pré-formada foi submetida à 
irradiação ultrassônica (Vibracells, USA) por 3 min com uma amplitude de 
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70 % sob banho de gelo com o auxílio de uma ponta de ultrassom (6 mm de 
diâmetro) formando as nanopartículas.  
 
4.2.2.2. Caracterização do tamanho, polidispersão e potencial zeta 
 
O tamanho médio de partículas, a distribuição e o potencial zeta 
foram determinados por espalhamento de luz dinâmico e anemometria laser 
Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK), equipado com ângulo de espalhamento de 173 °. As 
medidas foram realizadas a 25 °C após diluição 1:50 das amostras em água 
destilada previamente filtrada. A distribuição de tamanho de partículas é dada 
pelo índice de polidispersidade (PI). Para medir o potencial zeta, amostras de 
nanopartículas foram colocadas em uma célula específica quando um 
potencial de ± 150 mV foi estabelecido. Os valores de potenciais foram 
calculados a partir dos valores da média de mobilidade eletroforética, através 
da equação de Smoluchowski.  
 
4.2.2.3. Morfologia – Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
 
Para avaliar a morfologia da formulação otimizada de NLS foi 
utilizada microscopia eletrônica de transmissão. Para isso a formulação foi 
diluída em água purificada (1:10) e depositada sobre um grid de metal de 
cobre revestido com carbono (CF200-Cu, 300 mesh de cobre, EMS, Hatfiled, 
PA, EUA). O grid contendo a amostra foi armazenado a temperatura 
ambiente durante 24 h. As nanopartículas foram visualizadas em um aumento 
de 100.000 vezes ou superior em um modelo MET JEM-1011 (JEOL, 
Peabody, MA, EUA).  
 
4.2.2.4. Estudo de Estabilidade 
 
As formulações foram armazenadas sob refrigeração (4 ºC) e 
ambiente (23 °C) por 60 dias e avaliadas quanto às propriedades físico-
químicas como: tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta em tempos 
pré-determinados (0, 30, 60 dias). 
 
4.2.2.5. Estudo de Biocompatibilidade Celular 
 
 Para este estudo foi utilizada a linhagem celular de fibroblasto de 
origem murina (NIH/3T3) As células foram mantidas conforme citado no 
item 2.2.1.2. As nanopartículas utilizadas em cada ensaio foram mantidas em 
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banho a 37 °C por 30 min antes da utilização. As células (1 x 104) foram 
incubadas com as NLS em placas 96 poços em concentrações crescentes (50 
a 1000 µg.mL-1. A incubação foi realizada em estufa umidificada, a 37 ºC, 
com 5 % CO2 seguido do ensaio do MTT conforme item 2.2.1.4. A CC50, 
concentração citotóxica em 50% em relação a viabilidade celular foi 
calculada em 24 h, através das curvas obtidas. 
 
4.2.2.6. Análise do ciclo celular 
 
O ciclo celular das células tratadas foi analisado por citometria de 
fluxo, de acordo com o método proposto por Yang e colaboradores (2007). 
Resumidamente, as células (1 x 106 / poço) foram cultivadas numa placa de 
12 poços durante 24 h. O meio foi então substituído e as formulações foram 
adicionadas na concentração citotóxica (CC50) e incubadas por 24 h. Em 
seguida, as células foram centrifugadas e lavadas com PBS e novamente 
centrifugadas. O sobrenadante foi removido e as células foram fixadas com 
etanol a 70 % durante 30 min a 4 ° C. Depois disso, PBS com 2% de BSA foi 
adicionado e centrifugado. Os sobrenadantes foram removidos e as células 
foram permeabilizadas com tampão de lise (0,1 % de Triton-X em PBS) e 0,5 
µL de RNase (100 µg.mL-1). O conteúdo de DNA foi marcado com iodeto de 
propídio (20 µg.mL-1) e analisado utilizando um citômetro de fluxo FACS 
Canto (Becton Dickinson). A população de células em cada fase do ciclo 
celular foi determinada utilizando o software WinMDI 2,9. 
 
4.2.2.7. Identificação do tipo de morte celular 
 
A identificação de apoptose ou necrose foi realizada por um ensaio 
de dupla marcação com laranja de acridina (3,6-dimethylaminoacridine) e 
brometo de etídio (3,8-diamino-5-etil-6-phenylphenanthridinium brometo) 
(COHEN, 1993). Para isso, a 1 × 106 células / poço foram cultivadas em 
placas de 12 poços e  as formulações foram incubadas por 24 h de acordo 
com as concentrações de CC50. O meio foi então removido e as células foram 
lavadas com PBS, seguindo-se a dupla coloração com laranja de acridina e 
brometo de etídio. As imagens foram visualizadas com o microscópio de 
fluorescência (Nikon, Eclipse TS100). As imagens foram obtidas em 200 X 
de ampliação e analisadas pelo software Image J para avaliação das 
alterações morfológicas e identificação do tipo de morte celular. Deste modo: 
(a) as células viáveis apresentam núcleo verde com estrutura intacta; (b) 
células com núcleo brilhante verde e condensação da cromatina (início de 
apoptose), além de áreas de laranja densas de condensação da cromatina 
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(apoptose tardia) foram considerados apoptose; e (c) as células que 
apresentam coloração laranja e núcleo intacto representam necrose 
secundária. 
 
4.2.2.8. Determinação da Hemólise 
 
A hemólise foi avaliada segundo condições descritas por Wang e 
colaboradores (2009). Amostras de sangue de indivíduos saudáveis foram 
obtidas por venopunção em tubos contendo citrato de sódio. Os eritrócitos 
foram separados por centrifugação a 2000 x g por 5 min e lavados 3 vezes 
com solução salina. Os eritrócitos correspondentes a 1 mL de sangue foram 
re-suspendidos em 10 mL de solução salina. Cerca de 8 % (v/v) das 
formulações de NLS foram adicionadas à solução salina contendo os 
eritrócitos em suspensão. Após incubação a 37 oC por 1 h sob agitação, as 
amostras foram centrifugadas. O sobrenadante foi retirado e foram 
adicionados 500 µL de diclorometano para separar a fase lipídica das 
nanopartículas que causam turbidez ao hemolisado. As amostras foram 
novamente centrifugadas e a absorbância da fase aquosa foi medida em 415 
nm. Como controle positivo foi adicionado 1,25 mL de água à suspensão de 
eritrócitos. O controle positivo foi considerado 100 % de hemólise. 
 
4.2.3. Aplicação de delineamento experimental para otimizar uma 
formulação 
 
4.2.3.1. Condições do delineamento experimental 
 
O delineamento experimental foi obtido com auxílio do software 
Design-Expert® (8.0.7.1, Stat-Ease, EUA). Um estudo do tipo metodologia de 
superfície de resposta com processamento em algorítimo D-optimal foi 
utilizado para gerar as combinações representativas dos fatores (numéricos e 
categóricos), selecionados a partir de um estudo preliminar (dados não 
mostrados). Para cada variável independente, estabeleceram-se três níveis 
descritos como mínimo, intermediário e máximo (Tabela 2).  
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Tabela 2. Variáveis independentes numéricas e categóricas e seus 
respectivos níveis  
Variável Tipo 
Níveis 
Mínimo Intermediário Máximo 
(A) 
Emulsionante 
(%) 
Numérica 1,00 1,25 1,50 
(B) Lipídeo 
(mg) 
Numérica 200 250 300 
(C) Solvente 
(mL) 
Numérica 0,2 0,30 0,4 
(D) Tipo de 
Lipídeo 
Categórica Tripalmitina 
(TRP) 
- Monoestearato 
de Glicerila 
(MEG) 
 
4.2.3.2. Preparação das nanopartículas lipídicas sólidas 
 
As formulações foram obtidas pelo método de ultrassom (PATIL, 
2007) conforme metodologia descrita no item 4.2.2.1.  
 
4.2.3.3. Caracterização das NLS 
 
O tamanho médio de partículas, a distribuição e o potencial zeta 
foram determinados por espalhamento de luz dinâmico e anemometria laser 
Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK), conforme metodologia descrita no item 4.2.2.2. 
 Para avaliar a morfologia da formulação otimizada de NLS foi 
utilizada microscopia eletrônica de transmissão conforme metodologia 
descrita no item 4.2.2.3. 
 
4.2.3.4. Estudo de Estabilidade 
 
A formulação otimizada foi armazenada sob refrigeração (4 ºC) por 
180 dias e avaliada quanto aos aspectos físico-químicos como: tamanho, 
índice de polidispersão e potencial zeta em tempos pré-determinados (0, 7, 
15, 30, 60, 90 e 180 dias). 
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4.2.3.5. Estudo de Biocompatibilidde: Ensaio de MTT 
 
 Estudo realizado utilizando a linhagem celular NIH–3T3. As 
nanopartículas utilizadas em cada ensaio foram mantidas em banho a 37 °C 
por 30 min antes da utilização. As células foram incubadas com as NLS em 
placas 96 poços em concentrações crescentes (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 
e 1000 µg.mL-1. A incubação foi realizada em estufa umidificada, a 37 ºC, 
com 5 % CO2 seguido do ensaio do MTT descrito no item 4.2.1.4.  
 
4.2.3.6. Determinação da Hemólise 
 
A hemólise foi avaliada segundo condições descritas por Wang e 
colaboradores (2009). Esta metodologia foi descrita no item 4.2.2.8. Para este 
estudo cerca de 8 % (v/v) da formulação otimizada de NLS foi adicionada à 
solução salina contendo os eritrócitos em suspensão. 
 
4.2.4. Desenvolvimento e validação do método de doseamento da 
molécula C3 nas NLS 
 
4.2.4.1. Determinação do comprimento de onda de absorção máxima do 
C3 
 
Foi realizada uma varredura de espectros de absorbância no intervalo 
de comprimento de onda de 200 a 400 nm de uma solução de C3 em 
acetonitrila para verificar o comprimento da maior absorbância da molécula. 
 
4.2.4.2. Condições cromatográficas 
 
As análises foram realizadas em um cromatógrafo líquido de alta 
eficiência Perkin Elmer S 200 composto por uma bomba binária, um 
controlador automático de fluxo, um injetor automático (com alça dosadora 
de até 200 µL), um detector espectofotométrico UV/VIS e um 
desgaseificador. Foi utilizada uma coluna Zorbax ODS (5 µm – 150 mm x 
4,6 mm i.d.). A fase móvel foi constituída de uma mistura de 
acetonitrila:água (65:35, v/v). Essa solução foi desgaseificada e filtrada. As 
condições de operação foram em modo isocrático, com fluxo de 1,0 mL.min-
1, detecção de 270 nm e volume de injeção de 20 µL, à temperatura ambiente.  
A concentração do análogo de pirimidina nas amostras foi estimada 
por CLAE utilizando o programa TOTALCHROM, através da medida da 
área dos picos detectados.  
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4.2.4.3. Linearidade 
 
A linearidade foi avaliada através da construção de três curvas de 
calibração, em diferentes dias, contemplando concentrações de 0,5 a 50 
µg.mL-1. A partir de uma solução estoque do análogo da pirimidina (C3) a 
500 µg.mL-1 foram preparadas diluições de 5,0, 7,5, 15, 25 e 50 µg.mL-1 
utilizando a fase móvel como diluente. A equação da reta foi determinada 
através de regressão linear. 
 
4.2.4.4. Especificidade 
 
Amostras de NLS brancas, previamente dissolvidas na fase móvel  
posteriormente filtradas em membrana de filtração 0,45 µm, foram injetadas 
no cromatógrafo a fim de garantir que os componentes das NLS não 
interferem na detecção e quantificação do análago de pirimidina. 
 
4.2.4.5. Exatidão 
 
A exatidão foi avaliada através de um teste de recuperação. NLS 
brancas foram contaminadas com concentrações conhecidas de análogo de 
pirimidina: 7,5, 15 e 25 µg.mL-1. Essas amostras foram dissolvidas em fase 
móvel e filtradas em membrana de filtração 0,45 µm. Foram injetadas em 
triplicata amostras de NLS, as NLS contaminadas e a solução do análogo de 
pirimidina 7,5, 15 e 25 µg.mL-1. As porcentagens de recuperação foram 
calculadas conforme a Equação 1: 
                                                                                                (1)                                                     
      !% = CNC − B  NCS  C3   x  100 
Onde: 
 
R % = porcentagem de recuperação 
CNC = nanopartículas contaminadas 
BNC =nanopartículas brancas 
SC3 = soluções de C3 
 
4.2.4.6. Precisão 
 
A repetibilidade do método foi avaliada através da análise de seis 
amostras de NLS contendo 15 µg.mL-1 de análogo de pirimidina em um 
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mesmo dia. A precisão intermediária, por sua vez, foi determinada pela 
análise de seis amostras na mesma concentração realizadas em três dias 
distintos. A precisão foi expressa através dos desvios padrões relativos 
obtidos. 
 
4.2.4.7. Limite de quantificação (LQ) e limite de detecção (LD) 
 
 O LQ e LD foram calculados através das fórmulas matemáticas 
preconizadas pelo International Conference on Harmonisation (ICH) (2005), 
sendo utilizados os valores de desvio padrão e de inclinação das curvas de 
calibração construídas no item linearidade. O LQ e LD foram ser expressos 
pelas equações 2 e 3: 
 
(2) 
 !" = !"  !  10!"                  (3)   !" = !"  !  3,3!"  
 
Onde:  
 
LQ = limite de quantificação  
LD= limite de detecção  
DP = desvio padrão do intercepto com o eixo de Y  
IC = inclinação da curva de calibração 
 
4.2.5. Incorporação da molécula C3 em NLS 
 
4.2.5.1. Preparação da NLS 
 
As formulações foram obtidas pelo método de ultrassom (PATIL., 
2007) conforme descrito no item 4.2.2.1. Para a preparação das 
nanopartículas, o lipídeo utilizado para o núcleo da NLS foi a Tripalmitina.  
A composição quali-quantitativa das formulações encontra-se na 
Tabela 3. 
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Tabela 3. Composição (% p/v) das NLS 
 Tensoativo 
lipofílico  
(%) 
Tensoativo 
Hidrofílico 
(%) 
Lipídeo 
(%) 
Solvente 
(%) 
Quantidade 
de C3 (µg.mL-) 
Branca 0,27 1,23 2,22 3,0 0,00 
250 0,27 1,23 2,22 3,0 250 
500 0,27 1,23 2,22 3,0 500 
1000 0,27 1,23 2,22 3,0 1000 
*Fase aquosa composta por tampão PBS 
 
4.2.5.2. Caracterização do tamanho, índice de polidispersão e potencial 
zeta 
 
O tamanho médio de partículas, a distribuição e o potencial zeta foram 
determinados por espalhamento de luz dinâmico e anemometria laser 
Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK), conforme descrito no item 4.2.2.2. 
 
 
4.2.5.3. Eficiência de encapsulação 
 
Alíquotas de 500 µL das NLS (n=3) foram transferidas para unidades 
de ultrafiltração/centrifugação (Ultrafree-MC 100000 NMWL; Milipore, 
EUA) e centrifugadas a 2000 x g por 20 min. Após a separação, 20 µL do 
filtrado (não encapsulado) foi retirado e diluído em 120 µL de acetonitrila 
para determinação da eficiência de encapsulação. As amostras foram 
analisadas por CLAE, conforme condições cromatográficas previamente 
desenvolvida e validada. A eficiência de encapsulação foi calculada como 
sendo a diferença percentual entre a quantidade de fármaco presente na 
suspensão (concentração total) e aquela encontrada no filtrado (C3 não 
encapsulado), empregando-se a Equação 4: 
 
(4) !!% = CT (CFx100)CT  
 
 
 
Em que: 
CT = Concentração total de pirimidina 
CF = Concentração de pirimidina no filtrado 
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4.2.5.4. Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 
 
O comportamento térmico da tripalmitina, C3, nanopartícula branca e 
C3 incorporado na NLS em diferentes concentrações (250, 500 e 1000 
µg.mL-1) foram analisados por DSC. As amostras foram previamente 
liofilizadas para realização deste experimento.  
 As análises de DSC foram realizadas em equipamento DSC-60 
Shimadzu (Kyoto, Japão). Cerca de 2,0 mg de amostra foram pesados em 
cadinhos de alumínio, os quais foram selados e submetidos ao aquecimento 
numa razão de 10 °C.min-1 até 250 °C, sob atmosfera dinâmica de nitrogênio 
com fluxo de 50 mL.min-1. Como referência foi utilizado um cadinho 
equivalente vazio.  
 
4.2.5.5. Validação do método de liberação in vitro 
 
Para garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de liberação 
in vitro, alguns parâmetros de validação foram analisados conforme descrito 
abaixo. 
 
4.2.5.5.1. Condições cromatográficas 
 
 As análises foram realizadas conforme condições descritas no item 
4.2.4.2. 
 
4.2.5.5.2. Determinação da solubilidade do C3 em diferentes meios de 
dissolução 
  
 Para a escolha do meio de liberação, a solubilidade do C3 foi 
estimada com diferentes meios. Dez mililitros de cada meio a ser testado e 
um excesso da molécula foram adicionados em um frasco de vidro âmbar, 
obtendo-se uma suspensão. Os frascos foram mantidos em agitação por 24 
horas com temperatura controlada de 37 °C. O conteúdo dos frascos foi 
centrifugado e 200 µL do sobrenadante acrescidos de 200 µL de acetonitrila 
foram injetados no cromatógrafo. 
 
 
4.2.5.5.3. Linearidade 
 
 Para quantificar o C3 liberado das NLS, uma curva de calibração foi 
construída com a faixa de concentração de 0,5 a 15 µg.mL-1. As diluições 
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foram preparadas utilizando o meio de liberação como diluente. A equação 
da reta foi determinada através de regressão linear. 
 
4.2.5.5.4. Especificidade frente à composição do meio de liberação 
 
 Uma alíquota do meio de liberação foi injetada em triplicata no 
cromatógrafo a fim de garantir que a presença dos componentes do mesmo 
não interfere na detecção e quantificação da molécula C3. 
 
4.2.5.5.5. Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 
  
 O LD e LQ foram calculados através da fórmulas matemáticas 
preconizadas pelo ICH (2005), demonstradas no item 4.2.4.7, sendo 
utilizados os valores de desvio padrão e de inclinação das curvas de 
calibração construídas.  
 
4.2.5.6. Estudo de Liberação  
 
A liberação in vitro da pirimidina a partir das NLS foi avaliada por 
24 h. Nos tempos determindados (0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h) foram retirados 
200 µL do meio de dissolução. As amostras foram transferidas para unidades 
de ultrafiltração/centrifugação (Ultrafree-MC 100000 NMWL; Milipore, 
EUA) e centrifugadas a 2000 x g por 20 min. Após a separação, 100 µL do 
filtrado foi retirado e diluído em 100 µL de acetonitrila para determinação da 
liberação do C3 da NLS. As amostras foram analisadas por CLAE, conforme 
condições cromatográficas previamente desenvolvidas e validadas (conforme 
descrito no item 4.2.4.2).  
 
4.2.5.7. Estudo de Estabilidade 
 
As formulações, não liofilizadas, foram armazenadas em vials sob 
condição ambiente (23 ±	 ?	 ºC ) por 90 dias e avaliadas quanto aos aspectos 
físico-químicos como: tamanho, índice de polidispersão, potencial zeta, EE 
% e concentração total de C3 nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias. 
 O teor de C3 obtido a cada tempo analisado foi comparado com a 
formulação de NLS liofilizada com o mesmo tempo de exposição. As NLS 
foram armazenadas em frasco de 20 mL e nos tempos estudados, 10 mL de 
acetonitrila foram adicionados ao frasco que foi submetido a agitação com 
auxílio de um vortex até a total dissolução. Em seguida, a dispersão foi 
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centrifugada e o sobrenadante injetado no cromatógrafo para avaliar o teor de 
C3 na formulação.  
 
4.2.5.8. Estudo de Liofilização das formulações 
 
Para preparação das amostras a serem liofilizadas, 1 mL de 
suspensão de NLS foi transferido a frascos com capacidade máxima de 20 
mL e acrescido de 1 mL de solução contendo trealose em diferentes 
concentracões para que fossem atingidas concentrações finais de 5, 10 e 15 
%. Posteriormente, as formulações foram congeladas por 48 h a - 20 ºC 
seguido de liofilização por 24 h em Liofilizador LD 1500 (Terroni Ltda, 
Brasil).   
 
4.2.5.9. Ressuspensão das NLS após liofilização 
 
Para a ressuspensão das NLS foram adicionados 2 mililitros de água 
purificada em agitação manual por 60 segundos. Estas mesmas formulações, 
após serem caracterizadas, foram submetidas ao banho de ultrassom durante 
5 min e foram novamente caracterizadas. 
 
4.2.5.10. Estudo de Citotoxicidade 
 
Foi utilizada a linhagem de célula leucêmica linfoblástica de origem 
murina (L1210), a qual foi mantida conforme descrito no item 2.2.1.2. 
 As NLS foram mantidas em banho a 37 °C por 30 min antes da 
utilização. As células foram incubadas com as NLS e/ou com a molécula C3 
livre em placas 96 poços em concentrações crescentes (0, 5, 10, 20, 30, 40 e 
50 µM em função da concentração do C3 livre ou encapsulado. A incubação 
foi realizada em estufa umidificada, a 37 ºC, com 5 % CO2 seguido do ensaio 
do MTT descrito no item 4.2.1.4.  
 
4.2.6. Comparação do método de produção de NLS 
 
4.2.6.1. Preparação das NLS 
 
4.2.6.1.1. Método de Ultrassom 
 
Realizado conforme metodologia descrita no item 4.2.2.1. 
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4.2.6.1.2. Método de Homogeneização por alta pressão  
 
A metodologia foi executada conforme Müller, Lucks (1996). Para a 
preparação das nanopartículas, a fase lipídica composta pelo lipídeo 
tripalmitina, lecitina S75 e solução solvente (50:50 etanol e acetona) foi 
aquecida a 75 °C. Em seguida, a fase aquosa composta por PBS e 
polissorbato 80, previamente aquecida na mesma temperatura, foi vertida na 
fase oleosa sob agitação mecânica. Essa emulsão pré-formada foi passada por 
6 ciclos a 700 bar de pressão  em um homogeneizador de alta pressão (NIRO 
SOAVI, Itália) formando as nanopartículas. 
 
4.2.6.2. Caracterização do tamanho, índice de polidispersão e potencial 
zeta 
 
O tamanho médio de partículas, a distribuição e o potencial zeta 
foram determinados por espalhamento de luz dinâmico e anemometria laser 
Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK), conforme descrito no item 4.2.2.2. 
 
4.2.6.3. Estudo de biocompatibilidade: Ensaio de MTT 
 
 Foi utilizada a mesma metodologia descrita no item 4.2.1.4. 
 
4.2.7. Análise Estatística 
 
Os experimentos foram realizados em triplicata independentes e os 
resultados foram expressos como média ± desvio padrão ou desvio padrão 
relativo. Para as comparações entre grupos foi utilizada análise de variância 
(ANOVA), seguido de pós-teste (Tukey). As diferenças entre os grupos 
foram consideradas significativas quando o p < 0,05. Para comparar as duas 
técnicas foi aplicado o T test. A análise estatística dos resultados obtidos do 
delineamento experimental foram realizadas com auxílio do software Design-
Expert®. 
Para as análises de cultivo celular os resultados foram expressos 
como a média ± erro-padrão da média (EPM); cada experimento foi realizado 
em triplicata; para a avaliação estatística, foi utilizada a análise de variância 
de uma via (ANOVA), seguida de Bonferroni ou Dunnett’s; um valor de p < 
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1. Avaliação da citotoxicidade de análogos de Pirimidina 
  
 Pirimidinas e purinas têm sido alvos constantes de estudos, devido ao 
fato de ocorrerem na natureza como componentes dos ácidos nucléicos (DNA 
e RNA), na forma de derivados de açúcares N-substituídos (GILCHRIST, 
1992). Pirimidinas são heterociclos de seis membros que contêm dois átomos 
de nitrogênio nas posições 1 e 3 do anel. Os nucleosídeos têm sido as 
estruturas modelo para planejamento racional e desenvolvimento destas 
novas moléculas (GAMBACORTA et al., 2006). 
 Um nucleosídeo análogo é uma substância sintética que se assemelha a 
um nucleosídeo. Por sua particular importância as pirimidinas vêm tendo 
suas propriedades físicas e químicas extensivamente estudadas. Os 
nitrogênios dos anéis pirimidínicos são nucleofílicos e podem ser alquilados. 
A N-alquilação de pirimidinas tem fornecido compostos com propriedades 
anti-inflamatórias, anti-cancerígenas, antivirais entre outras (ZANATTA et 
al., 2009). 
 O grupo de pesquisa do Núcleo de Química de Heterociclos 
(NUQUIMHE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) vêm 
desenvolvendo e adaptando rotas sintéticas visando à obtenção de 
heterocíclos estrategicamente substituídos ou análogos estruturais de 
compostos com possível atividade antitumoral. Neste sentido, foram 
sintetizadas doze moléculas análogas de pirimidina e disponibilizadas para 
que o nosso grupo de pesquisa elucidasse os mecanismos de ação das 
mesmas como antitumoral.  
 A síntese de compostos baseados na N-alquilação de pirimidinas pode 
ser uma estratégia promissora no desenvolvimento de moléculas 
antitumorais. Na busca de novas moléculas com atividade citotóxica para 
utilização em estudos contra o câncer foi realizado um screening com 12 
moléculas, análogos de pirimidina, na concentração de 50 µM. Esta 
concentração foi utilizada uma fez que para que uma molécula apresente 
características satisfatória para atuar como agente antitumoral, é necessário 
que apresente uma alta citotoxicidade in vitro com baixas dosagens. Estes 
resultados estão mostrados nas Figuras 3, 4 e 5 em diferentes linhagens 
celulares L1210, B16F10 e CEM respectivamente. Em cada experimento um 
controle apenas com o DMSO foi realizado, nas mesmas concentrações 
utilizadas para dissolver os compostos. Esses resultados não foram 
significativamente diferentes do controle das células sem tratamento (dados 
não mostrados).  
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Figura 3. Citotoxicidade dos análogos de pirimidina em células L1210. As 
células (1x105) foram incubadas por 24 h de 50 µM e a viabilidade celular foi 
avaliada pelo método do MTT. 
 
 
 
Figura 4. Citotoxicidade dos análogos de pirimidina em células B16F10. As 
células (1x105) foram incubadas por 24 h de 50 µM e a viabilidade celular foi 
avaliada pelo método do MTT. 
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Figura 5. Citotoxicidade dos análogos de pirimidina em células CEM. As 
células (1x105) foram incubadas por 24 h com 50 µM de cada composto, 
separadamente, e a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. 
 
 
  
 Entre os análogos de pirimidina, os que apresentaram efeito citotóxico 
relevante foram as moléculas A5, C2, C3 e B2, diminuindo a viabilidade 
celular em cerca de 50 % pelo ensaio de MTT nas três linhagens celulares 
estudadas. Estes resultados, quando comparados ao controle (células não 
tratadas), também foram considerados estatisticamente significativos. 
  
5.2. Determinação da Curva de Concentração versus Resposta 
 
 Motivados pela atividade citotóxica destas quatro moléculas A5, C2, C3 
e B2 nas células avaliadas, estes compostos foram selecionados para 
continuar os estudos. Assim, foi realizada a avaliação da atividade destas 
moléculas dependente da concentração em células L1210, B16F10 e CEM 
podendo-se calcular a CC50 nas diferentes linhagens celulares estudadas. As 
Figuras 6, 7 e 8 demonstram a atividade das moléculas dependente da 
concentração nas células estudadas.  
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Figura 6. Atividade das pirimidinas dependente da concentração em células 
L1210. 1x105 células foram incubadas com as pirimidinas (0-50µM) por 24 
h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e a densidade ótica 
do grupo controle sem tratamento foi considerada 100% de viabilidade. Cada 
ponto representa Média ± EPM (n=3). 
 
 
  
Figura 7. Atividade das pirimidinas dependente da concentração em células 
B16F10. 1x105 células foram incubadas com as pirimidinas (0-50 µM) por 24 
h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e a densidade ótica 
do grupo controle sem tratamento foi considerada 100% de viabilidade. Cada 
ponto representa Média ± EPM (n=3). 
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Figura 8. Atividade das pirimidinas dependente da concentração em células 
CEM. 1x105 células foram incubadas com as pirimidinas (0-50 µM) por 24h. 
A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e a densidade ótica 
do grupo controle sem tratamento foi considerada 100% de viabilidade. Cada 
ponto representa Média ± EPM (n=3). 
 
 Após a realização da curva de concentração das moléculas nas 
diferentes células foi encontrado os valores de CC50 de cada molécula nas 
linhagens celulares estudadas que podem ser encontradas na Tabela 4. 
 
Tabela 4. Valores de CC50 das pirimidinas A5, C2, C3 e B2, após 24 h de 
incubação, em células L1210, CEM e B16F10. 
Linhagens celulares Moléculas CC50 (µM) 
 
L1210 
A5 51 
C2 20 
C3 34 
 B2 48 
 
B16F10 
 
A5 56 
C2 32 
C3 75 
 B2 53 
 
CEM 
A5 12 
C2 4 
C3 5 
 B2 15 
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5.3. Análise do tipo de morte celular 
  
 O desenvolvimento de novos compostos para o tratamento de tumores 
malignos é baseado na capacidade destes compostos de inibirem a 
proliferação celular e induzirem a apoptose (HERR; DEBATIN, 2001). Da 
mesma forma, diversos estudos vêm sendo realizados para buscar novos 
agentes que induzam as células leucêmicas a apoptose (ZHANG et al., 2008; 
NICHOLSON, 2000; DEBATIN, 2004). 
A demonstração de que a apoptose é um mecanismo inato de defesa 
antineoplásica e que vários agentes quimioterápicos agem através da indução 
deste tipo de morte celular levou a uma intensa investigação dos mecanismos 
moleculares da apoptose e sua aplicação no tratamento do câncer 
(NICHOLSON, 2000).  
 A morte celular programada é definida pela aparência morfológica da 
célula apoptótica que apresenta fragmentação do DNA genômico em 
fragmentos oligonucleossomais, condensação da cromatina e perda do 
volume celular, sem a perda da integridade da membrana (JUN et al., 2007). 
 A fim de saber se estes compostos causavam apoptose ou necrose, foi 
realizada uma eletroforese em gel de agarose. Neste estudo foi verificado que 
as pirimidinas, previamente selecionadas, fragmentaram o DNA das células 
L1210 indicando que estes análogos de pirimidina induzem a morte celular 
por apoptose como mostra a Figura 9.  
 
Figura 9. Análise do DNA de células L1210. As células (3x106) foram 
incubadas com as pirimidinas A5, C2, C3, B2 por 24 h, nas respectivas 
concentrações das IC50, sendo representadas na figura pelos respectivos 
códigos. C representa o controle de células sem tratamento e P o padrão de 
peso molecular de DNA.  
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 As pirimidinas A5, C2, C3 e B2 induziram a fragmentação do DNA, 
característica da morte celular por apoptose, já que é desejável que os 
fármacos antitumorais sejam capazes de induzir a morte celular por apoptose 
(JUN et al., 2007). 
 Dos doze análogos de pirimidina estudados em três linhagens celulares 
tumorais (L1210. B15F10 e CEM), as que apresentaram efeito citotóxico 
relevante foram as moléculas A5, C2, C3 e B2 e estas moléculas induzem a 
morte celular por apoptose quando avaliadas pelo Método de Fragmentação 
do DNA. Estes resultados tornam estas moléculas eventualmente promissoras 
para o tratamento da leucemia linfoide aguda uma vez que os melhores 
resultados foram para a linhagem de célula leucêmica linfoblástica humana 
(CEM). 
 Assim, foi solicitado ao grupo de pesquisa NUQUIMHE (UFSM) 
sintetizar estas moléculas para continuarmos as pesquisas. Neste primeiro 
momento a molécula sintetizada em uma quantidade suficiente foi a molécula 
C3.  
 Desta maneira, procederam-se as investigações mais específicas para 
esta molécula para identificar o mecanismo de ação em que o tipo de morte 
celular, envolvimento de caspases, bem como a relação entre a via de morte 
celular com o estresse oxidativo e estresse do retículo endoplasmático foram 
avaliados.  
De acordo com Winter e colaboradores (2014), foi verificado que o 
composto estimula a morte celular por apoptose, evidenciado pela 
fragmentação do DNA, externalização de fosfatidilserina e ativação de 
caspase-3. O C3 interfere em várias vias de morte celular. A via mitocondrial 
foi evidenciada através de uma perturbação do potencial de membrana 
mitocondrial, liberação do citocromo c e ativação da caspase-9. O C3 
também induziu a ativação das caspases -8 e -12 , um aumento no nível de 
cálcio intracelular, assim como uma produção excessiva de espécies reativas 
de oxigénio (ROS). O aumento da atividade da caspase -8 sugere que a via 
extrínseca foi ativada e que a produção de ROS e a alteração das atividades 
da glutationa-S- transferase (GST), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase 
(CAT) e glutationa redutase (GR)) pode estar relacionada com o estresse 
oxidativo. Finalmente, o aumento da liberação de cálcio e a atividade da 
caspase -12 pode caracterizar a causa do estresse do retículo endoplasmático 
(ER). Ainda, o C3 também foi citotóxico para linhagens celulares humanas de 
leucemia.  
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5.4. Estudo de Formulação 1: Influência do emulsionante e do tipo de 
lipídeo nas características físico-químicas e na biocompatibilidade 
de nanopartículas lipídicas sólidas  
 
Com o objetivo de avaliar a influência da concentração de 
emulsionante e do tipo de lipídeo nas características físico-químicas e na 
biocompatibilidade de nanopartículas lipídicas sólidas, formulações  com 
diferentes tipos de lipídeos e diferentes concentrações de emulsionantes 
foram preparadas. Esta abordagem foi escolhida pelo fato de muitos sistemas 
nanocarreadores de fármacos apresentarem alta citotoxicidade, o que pode 
inviabilizar a respectiva utilização. Assim, definir a concentração de 
emulsionante que apresenta menor citotoxicidade e o tipo de lipídeo que 
poderá ser utilizado para o desenvolvimento da formulação de NLS contendo 
a molécula C3, previamente estudada quanto à atividade in vitro, constitui 
uma informação valiosa na etapa de desenvolvimento de uma formulação 
viável. 
A escolha do lípideo e dos emulsionantes no desenvolvimento de 
NLS é uma etapa crítica para o alcance de uma preparação eficiente e 
possibilidade aplicação dessas nanopartículas, principalmente quando a meta 
é administração parenteral. Os lípideos utilizados usualmente para a 
preparação de NLS incluem triglicerídeos (tripalmitina), glicídeos parciais 
(monoestearato de glicerila), ácidos graxos (ácido esteárico), esteróis 
(colesterol) e ceras (cetilpalmitato). Além da matriz lipídica, os 
emulsionantes com maior frequência de uso são as lecitinas e copolímeros do 
polioxidoetileno e polioxidopropileno (poloxamer) e polissorbatos, utilizados 
para evitar a agregação das partículas e estabilizá-las (HUO, ZHOU, 2007; 
FANG et al., 2008; MÜLLER et al., 2008; KHERADMANDNIA et al., 
2010; MARTINS et al., 2012). 
 
5.4.1. Caracterização das NLS 
 
As NLS foram preparadas com sucesso utilizando o método de 
ultrassom desenvolvido por Patil (2007). Para compor as formulações foram 
utilizados os lipídeos tripalmitina, monoestearato de glicerila ou o ácido 
esteárico, e os emulsionantes lecitina S75 e polissorbato 80 gerando nove 
formulações (F1 a F9), cujas composições quali-quantitativas estão 
apresentadas na Tabela 5.  
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Tabela 5. Composição das formulações de NLS. 
NLS Tripalmitina (%) 
Monoestearato 
de Glicerila (%) 
Ácido 
Esteárico 
(%) 
Polissorbato 
80 (%) 
Lecitina 
S75 (%) 
F1 2 - - 0,4 0,1 
F2 2 - - 0,8 0,2 
F3 2 - - 1,2 0,3 
F4 - 2 - 0,4 0,1 
F5 - 2 - 0,8 0,2 
F6 - 2 - 1,2 0,3 
F7 - - 2 0,4 0,1 
F8 - - 2 0,8 0,2 
F9 - - 2 1,2 0,3 
*%  do volume final em tampão PBS 
 
O aspecto macroscópico das suspensões coloidais preparadas pode 
ser visualizado na Figura 10. As formulações F1 – F6 apresentaram efeito 
tyndall característico de suspensões coloidas. As formulações F7 – F9 
apresentaram efeito perolado e com a agitação a intensidade desse efeito é 
aumentada. Devido a estas características reflexivas, estas formulações não 
puderam ser analisadas por dispersão de luz dinâmica (DLS). 
As formulações de NLS apresentaram valores de índice de 
polidispersão entre 0,25 a 0,30, enquanto que o tamanho médio variou 116 a 
306 nm. É possível sugerir que o tamanho das nanopartículas utilizando 
tripalmitina como núcleo é inversamente proporcional à concentração de 
emulsionante, ou seja, quanto maior a concentração de emulsionante menor 
foi o tamanho da nanopartícula. Já para as formulações F3 a F9, esta relação 
não é significativa (p< 0,05). Outro resultado interessante foi em relação ao 
potencial zeta, no qual não houve diferença significativa com as alterações na 
concentração de emulsionante (p <0,05). Todas as formulações apresentaram 
carga superficial negativa, com valores de -15 a -10 mV (Tabela 6).  
Além de medidas por DLS, a análise por microscopia eletrônica de 
transmissão foi realizada para obter informações sobre a morfologia das 
nanopartículas. Como mostrado na Figura 11, as imagens de TEM revelaram 
que as NLS apresentam morfologia esférica para as formulações F1 a F6. As 
formulações F5 e F6 apresentaram características porosas. Este achado pode 
estar relacionado com a concentração de emulsionante utilizada. Porém é 
necessário maiores investigações. 
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Tabela 6. Características das NLS: tamanho, PI e PZ. 
NLS Tamanho (nm)* PI* Potencial Zeta (mV)* 
F1 306 ± 9,9 0,26 ± 0,06 -15 ± 0,7 
F2 167 ± 5,3 0,27 ± 0,02 -14 ± 1,4 
F3 116 ± 6,9 0,25 ± 0,02 -12 ± 0,7 
F4 232 ± 13 0,26 ± 0,03 -13 ± 1,8 
F5 148 ± 9,3 0,26 ± 0,02 -12 ± 1,3 
F6 135 ± 7,5 0,30 ± 0,07 -11 ± 0,8 
*(média ± DP, n = 3) 
 
Curiosamente, as formulações F7 a F9 apresentaram forma quadrada 
e retangular. Isto explica a não obtenção de medidas fidedignas de tamanho 
para as formulações F7 a F9 por DLS, uma vez que este método aplica o 
conceito do diâmetro de esfera equivalente e através de um ajuste matemático 
calcula o tamanho da partícula. Esta morfologia pode ser explicada por 
interações soluto-solvente conforme descrito na literatura por GARTI e 
colaboradores (1982). A modificação cristalina pode ser afetada na 
preparação de nanopartículas, quando o processo é a quente seguido por 
resfriamento. A adição de emulsionante pode forçar o ácido esteárico a 
cristalizar, independentemente das condições de cristalização e a natureza do 
solvente (GARTI et al., 1982). 
 
Figura 10. Característica macroscópica das formulações preparadas. 
 
 
 
 
 
F2 F3 F1 F4 F5 F6 F7 F8 F9 
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Figura 11. Imagens por microscopia electrônica de transmissão (MET) das 
formulações. 
 
 
 
5.4.2. Estudo de Estabilidade 
 
A informação sobre a estabilidade de NLS em função do tempo de 
armazenamento é importante para o controle de qualidade na aplicação 
farmacêutica. Com este intuito, o tamanho, o índice de polidispersão e o 
potencial zeta das formulações F1 a F6 foram monitorados em função do 
tempo após armazenamento a 4 e 25 °C (Figura 12). Para todas as 
formulações avaliadas, nem o tamanho nem a PI de apresentaram mudanças 
significativas até 60 dias em ambas as condições de armazenamento (4 e 25 
°C). A boa estabilidade das formulações pode estar relacionada com a 
proteção conferida pelo emulsionante utilizado. A presença de polissorbato 
80 na superfície da partícula proporciona um excelente impedimento estérico, 
o que impede a agregação das partículas (MULLER, et al, 1995; MULLER, 
LUCKS, 1996). 
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Figura 12. Estabilidade das NLS em função do tempo. (A) Tamanho das 
NLS F1-F6 até 60 dias a 25 °C. (B) Tamanho das NLS F1-F6 até 60 dias a 4 
°C. (C) Potencial Zeta das NLS F1-F6 até 60 dias a 25 °C. (D) Potencial Zeta 
das NLS F1-F6 até 60 dias a 4 °C.  (E) Índice de polidispersão das NLS F1-
F6 até 60 dias a 25 °C. (F) Índice de polidispersão das NLS F1-F6 até 60 dias 
a 4 °C. 
 
 
 
Por outro lado, os valores de potencial zeta das formulações F1 e F5 
armazenados a 25 ° C  aumentaram significativamente durante os 60 dias de 
duração do estudo (Figura 12C). Estes resultados também foram observados 
por outros grupos (POUTON, PORTER, 2008; HEURTAULT et al., 20013). 
Esta instabilidade pode ser devido a parâmetros externos como luz e 
temperatura, o que pode alterar a estrutura cristalina dos lipídeos, além de 
mudanças no tamanho e potencial zeta, propriedade de grande importância na 
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manutenção de estabilidade em longo prazo (HEURTAULT et al., 20013) na 
Figura 12D. 
 
5.4.3. Estudo de Biocompatibilidade celular	  
 
Compreender os efeitos dos diferentes componentes combinados 
como nanopartículas sobre a viabilidade celular pode fornecer informações 
úteis para a escolha de uma formulação final. Portanto, foi realizada extensa 
análise das formulações sobre a viabilidade de fibroblastos e procurou-se 
outros mecanismos de qualquer eventual citotoxicidade causada pelas 
formulações NLS.  
Tanto os lipídeos quanto os emulsionantes são fisiologicamente bem 
toleráveis (ANNA, 2007), no entanto, vários trabalhos relatam citotoxicidade 
deste tipo de nanocarreador. Vale ressaltar que nestes trabalhos a composição 
das nanopartículas avaliadas variam de natureza, quantidades, além dos 
métodos de preparação (MULLER et al., 2006; LIU et al., 2008; JOSHI, 
MÜLLER, 2009; YUAN et al., 2010; PETERSEN et al., 2011). Em outro 
estudo, foi avaliada a citotoxicidade de NLS em diferentes células (in vitro) 
como fibroblastos, macrófagos e queratinócitos e foi evidenciada que a 
viabilidade celular foi significativamente afetada pela natureza do lipídeo e a 
concentração do emulsionante (WEYENBERG et al., 2007).  
Um trabalho publicado recentemente por nosso grupo de pesquisa, 
relatou uma elevada toxicidade de NLS preparada com o emulsionante 
dodecil sulfato de sódio, o que sugere a dependência das características dos 
excipientes (lípidos e emulsionantes) sobre citotoxicidade (SILVA et al., 
2012b). Além disso, o estado físico da matriz lipídica de NLS também pode 
perturbar a viabilidade celular além da influência do tamanho e da forma de 
nanopartículas no efeito biológico final (PETERSEN et al., 2011).  
O perfil de citotoxicidade de NLS em fibroblastos foi investigada 
pelo ensaio MTT em condições in vitro. A viabilidade das células NIH/3T3 
foi determinado após incubação das células durante 24 h com a CC50 das  
NLS, as quais estão apresentados na Tabela 7. Devido ao fato de que os 
emulsionantes são geralmente considerados potencialmente irritantes ou mal 
tolerados (POUTON, PORTER, 2008), as concentrações destes ingredientes 
variaram entre as formulações. Quando a tripalmitina foi utilizada como 
matriz lipídica (F1-F3), houve uma tendência significativa para a redução de 
viabilidade com o aumento da concentração do emulsionante. Embora a 
correlação seja positiva para a redução de tamanho para as formulações F1 a 
F3, nas NLS F4 a F9 não apresentaram essa tendência relacionada ao 
tamanho. Isto indica que a combinação de componentes deve ser considerada 
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como o parâmetro principal para perfis de citotoxicidade do que considerar 
somente o tamanho.  
Estudos (PEREVERZEVA et al., 2007, WEYENBERG et al., 2007; 
BAE et al., 2009; WANG et al., 2012) indicaram insignificante toxicidade, in 
vitro e in vivo, de NLS preparados com lípidos e emulsionantes 
habitualmente utilizados, tais como utilizados neste estudo. Os resultados 
contrastantes aqui apresentadas sugerem fortemente que a análise dos 
componentes devem ser consideradas em conjunto e não separadamente. 
              Outro dado importante é em relação a morfologia das NLS. As 
formulações de NLS F7 a F9 apresentam morfologia diferente (quadrado e/ou 
cúbica) em comparação com as outras nanopartículas (esféricas). Neste 
sentido, estudos demonstram que variações geométricas de nanopartículas 
podem influenciar a absorção celular e podem tornar as nanopartículas mais 
tóxicas, dependendo da geometria apresentada (BROWN et al., 2007;  
ARNIDA et al., 2011; BRUCKMAN et al., 2014), o que sugere que a forma 
de nanopartículas pode influenciar no perfil de citotoxicidade. 
 
Tabela 7. CC50 das NLS em linhagem celular de fibroblastos de origem 
murina NIH/3T3. 
NLS CC50 (µg.mL-1)* 
 
 
F 1 1420 ± 20 
F 2 730 ± 12 
F 3 602 ± 39 
F 4 410 ± 27 
F 5 480 ± 32 
F 6 260 ± 15 
F 7 330 ± 19 
F 8 210 ± 38 
F 9 310 ± 25 
*CC50 em µg.mL-1 de lipídeo total. Os dados são expressos como 
percentagem de controle (média ± EP, n = 3). 
 
5.4.4. Análise do Ciclo celular 
 
 O efeito das NLS no ciclo celular de fibroblastos foi investigado por 
citometria de fluxo, a fim de determinar se a citotoxicidade pudesse estar  
associada com alterações no ciclo celular. O iodeto de propídio (PI) é capaz 
de se ligar no DNA para a avaliação de danos do DNA celular. Com o DNA 
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marcado a identificação de células em hipodiploidia é viável. Como mostrado 
na Figura 13, 24 h após o tratamento com as formulações F6 a F9, uma 
redução significativa nas células na fase G2/M foi observada. 
Consequentemente, houve um aumento no conteúdo de DNA subdiploide 
relacionado à fase Sub-G1 para as células tratadas com F6, F7 e F9, sendo 
estatisticamente significativa em comparação com o grupo controle. No 
geral, os resultados indicam que as formulações que apresentam valor mais 
baixo que CC50 350 µg.mL-1 causaram uma fragmentação do DNA, como 
consequência do aumento da fase Sub-G1. Além disso, a fragmentação de 
DNA é uma das características típicas da morte celular por apoptose, e 
podem ser considerados em outras investigações. 
 
Figura 13. Análise do ciclo celular de fibroblastos após 24 h de exposição 
com as NLS analisadas por citometria de fluxo. Formulações (A) contendo 
tripalmitina como matriz lipídica; (B) as formulações contendo 
monoestearato de glicerila como matriz lipídica; e (C) as formulações 
contendo o ácido esteárico como matriz lipídica. Os dados são expressos 
como a média ± EP de triplicata independentes.  
   
 e e 
e 
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5.4.5. Identificação do tipo de morte celular 
 
 Para caracterizar ainda mais o efeito citotóxico das formulações das 
NLS, as células foram incubadas com a concentração de CC50 e analisados 
qualitativamente pelo ensaio de marcação dupla (laranja de acridina e 
brometo de etídio). O laranja de acridina penetra nas células através da 
membrana intacta e interage com o DNA tornando-se espectralmente similar 
à fluoresceína, fazendo com que o núcleo emita uma fluorescência verde; de 
acordo com a morfologia nuclear são classificadas em células viáveis ou em 
apoptose. O brometo de etídio é capaz de penetrar apenas em células com a 
membrana alterada e ao interagir com o DNA deixa o núcleo com uma 
coloração alaranjada fluorescente, caracterizando células necróticas ou com 
necrose secundária. As células em apoptose inicialmente apresentam o núcleo 
picnótico com as cromatinas condensadas e numa etapa mais avançada pode 
se observar a fragmentação nuclear formando corpos apoptóticos. 
A Figura 14 mostra imagens representativas de fibroblastos tratados 
com cada formulação. Foi possível observar a morfologia da fragmentação de 
DNA em algumas células, e está bem correlacionada com os resultados da 
análise do ciclo celular (Figura 15). Como mostrado na Figura 15, não houve 
diferença estatística para as formulações de F1 a F5 em comparação com o 
controle (células não tratadas), apresentando um padrão semelhante com um 
elevado número de células viáveis. Por outro lado, a formulação F6 
apresentou um aumento do número de células necróticas. A incubação de 
células com as formulações F7 e F8 resultou na redução da viabilidade 
celular para um valor semelhante de aumento das células em apoptose e 
necrose. Embora, tenha ocorrido também uma diminuição de células viáveis 
tratadas com F9, esta redução não foi tão grande como em células tratadas 
com F7 e F8. 
Curiosamente, apesar de ter usado o valor CC50 como a concentração de 
testes, não foi possível observar 50% de células marcadas em laranja, 
sugerindo que a morte celular também foi causado por um mecanismo 
diferente que não seja a desestabilização da membrana (padrão necrose). As 
diferenças observadas entre os resultados obtidos por estes dois ensaios pode 
ser devido as diferenças relacionadas com os aspectos da morte celular que 
foi possível avaliar em cada ensaio.  
Enquanto o ensaio de MTT permite observar a atividade mitocondrial, o 
ensaio de laranja de acridina e brometo de etídio permite avaliar a integridade 
da membrana da célula, ou seja, as mitocôndrias ainda podem funcionar 
mesmo se a membrana plasmática apresenta algum dano. Além disso, devido 
ao carácter in vitro do ensaio, em que os corpos apoptóticos não podem ser 
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removidos por macrófagos como seriam in vivo, as células apoptóticas 
podem finalmente ser submetidas ao processo de necrose e resultar em um 
aumento no número de células necróticas. 
 
Figura 14. Microscopia de células coradas com laranja de acridina (0,3 
mg.mL-1) e brometo de etídio (1 mg.mL-1) após 24 horas de exposição com 
as NLS F1-F9. Imagens dos campos foram adquiridas com uma ampliação de 
200 X. 
 
  
  
e 
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Figura 15. Quantificação de células viáveis e mortas de acordo com a 
identificação morfológica obtido por coloração dupla com laranja de acridina 
(0,3 mg.mL-1) e brometo de etídio (1 mg.mL-1) depois de 24 horas de 
exposição  com as NLS F1-F9. (V) Células viáveis; (A) Células em apoptose; 
(N) Células necróticas. Os dados são apresentados como média ± EP de seis 
campos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.4.6. Determinação da Hemólise 
 
Nanopartículas lipídicas estão cada vez mais estudadas como 
carreadores coloidais de fármacos para aplicação intravenosa (WANG et al., 
2009). A atividade hemolítica foi utilizada com screening de toxicidade in 
vitro, e também serve como uma medida simples e de confiança para a 
estimativa do dano da membrana causada por uma formulação aplicada por 
via intravenosa (JOSHI et al., 2008).  
Como mostrado na Figura 16, mesmo após uma hora de exposição 
das células com as NLS, F1-F6 não houve indução de hemólise, indicando 
que não há perturbação detectável das membranas dos eritrócitos. Ao 
contrário, as NLS F7 a F9 mostraram alta taxa hemolítica indicando 
toxicidade para células sanguíneas. As formulações F7 a F9 resultaram em 
47,8, 57,6 e 47,7% de hemólise de eritrócitos, respectivamente. Em geral, um 
baixo potencial hemolítico de NLS F1-F6 foi confirmado, o que sugere que o 
tipo de lipídeo e/ou forma da nanopartícula pode reduzir a interação de 
componentes do sangue. Além disso, vale a pena notar que as amostras 
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testadas foram expostas a eritrócitos, durante uma hora e é improvável que 
isto aconteça, in vivo. 
 
Figura 16. Atividade hemolítica das NLS (F1 a F9) em eritrócitos humanos. 
As células sanguíneas foram expostas com as NLS por uma hora Os dados 
são apresentados como média ±	 EP, n=3.  
 
 
 
5.5. Estudo de Formulação 2: Aplicação de delineamento experimental 
para otimizar uma formulação  
 
Após realizar um estudo de formulação selecionando os lipídeos com 
menor citotoxicidade celular e verificando a melhor faixa de concentração 
dos emulsionantes, o passo seguinte foi realizar um delineamento 
experimental contendo fatores categóricos e numéricos essenciais para 
desenvolver um sistema de nanopartículas lipídicas sólidas visando à 
administração parenteral. 
Para a produção de NLS muitos métodos podem ser utilizados e, 
durante o processo de fabricação, vários parâmetros parecem ter influência 
marcante sobre as propriedades físico-químicas das nanopartículas 
(WERKEMA, 1996). 
Uma das maneiras de otimizar o desenvolvimento de uma forma 
farmacêutica é o planejamento através de um delineamento experimental. 
Planejamentos deste tipo são de grande utilidade em investigações 
preliminares, quando se deseja saber se determinados fatores têm ou não 
influência sobre a resposta. São planejamentos simples de serem executados 
e podem ser ampliados para formar um planejamento mais complexo, que é 
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necessário quando se quer conhecer melhor a relação entre a resposta e os 
fatores (BUTTON, 2001).  
A principal vantagem da utilização de um delineamento 
experimental é a redução do número de experimentos e a capacidade de 
extrair o máximo de informações dos resultados obtidos, e ainda, a 
possibilidade de otimizar uma formulação com elevado grau de precisão 
(WERKEMA, 1996; BARROS NETO, BRUNS, 2002; GABRIELSSON, 
LINDBERG, LUNDSTEDT, 2002). 
A escolha das variáveis, bem como sua magnitude, baseia-se em 
conhecimentos prévios. Todas as variáveis são alteradas simultaneamente 
para cobrir a área total de interesse com o menor número possível de 
experimentos. Outra razão importante para se utilizar um planejamento 
experimental é a possibilidade de se avaliar a relação entre os fatores nos 
resultados obtidos (GABRIELSSON, LINDBERG, LUNDSTEDT, 2002). 
A Metodologia de superfície de Respostas (MSR) é uma ferramenta 
eficiente para otimizar as propriedades de formulações farmacêuticas. Esta 
metodologia é baseada na variação simultânea de vários fatores, chamados de 
variáveis independentes, previamente selecionados pela influência nas 
propriedades do processo,  e de variáveis dependentes, também chamados de 
respostas do processo. Com a utilização de técnicas matemáticas e 
estatísticas, os resultados experimentais indicam uma combinação de níveis 
dos fatores dentro de uma região ótima (BARROS NETO, BRUNS, 2002; 
GABRIELSSON, LINDBERG, LUNDSTEDT, 2002; BOX, HUNTER, 
2007). 
O sucesso de um delineamento experimental se fundamenta na 
capacidade de fornecer exatamente o tipo de informação que o analista 
deseja. Assim, a atividade mais importante não está na análise dos dados, e 
sim no planejamento dos experimentos em que estes dados devem ser obtidos 
(BARROS NETO, BRUNS, 2002). 
De acordo com FERREIRA e colaboradores (2014), do ponto de 
vista estatístico, dados os objetivos do experimento e o conhecimento de 
alguma informação prévia sobre o problema, é possível escolher os valores 
das variáveis experimentais de maneira ótima, mesmo no caso do uso de 
modelos não lineares, como foi neste estudo. A utilização de valores ótimos 
para as variáveis experimentais significa que resultados mais precisos serão 
obtidos nas estimativas do tempo e custo será menor quando comparado com 
a alternativa que não é ótima. Além do mais, quanto maior o experimento, 
mais difícil é o controle das condições experimentais. A falta de controle 
introduz heterogeneidade no sistema, acarretando em resultados imprecisos 
além de desperdício de recursos e tempo. 
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Para o desenho experimental, as variáveis estudadas para verificar a 
influência sobre os parâmetros físico-químicos das NLS foram o tipo de 
lipídeo e suas concentrações, a quantidade de solvente e a proporção entre os 
emulsionantes (iônico e não-iônico). Estas variáveis, bem como seus 
domínios experimentais, estão descritas na Tabela 2 (página 68). 
O delineamento experimental foi aplicado com o objetivo de 
maximizar a eficácia experimental através de um número reduzido de 
experimentos e estudar a influência de cada fator na produção de NLS. 
Através de modelos de regressão polinomial, equações matemáticas foram 
traçadas para descrever o comportamento de cada resposta analisada 
(variáveis dependentes) em relação aos fatores trabalhados (variáveis 
independentes). As equações matemáticas traçadas levaram em consideração 
as significâncias estatísticas dos fatores, incluindo somente aqueles que 
apresentam relevância estatística. O intercepto de cada equação foi 
determinado como a média geométrica das respostas observadas para cada 
variável dependente. Os coeficientes de cada termo foram calculados em 
relação aos termos codificados, permitindo a comparação de sua relativa 
magnetude à de outros termos, facilitando a análise do efeito de cada termo 
na resposta analisada. 
Cada variável independente (fatores categóricos ou numéricos), 
descritos na Tabela 2 (página 68), foram combinadas para gerar as 
formulações representativas dos fatores pré-estabelecidos de cada formulação 
como mostra a Tabela 8. Neste estudo, trinta formulações foram geradas 
randomicamente e nomeadas de F1 a F30.  
As variáveis dependentes (respostas) tamanho de partícula, índice de 
polidispersão e potencial zeta para as formulações de NLS desenvolvidas 
estão descritas na Tabela 8. O tamanho variou entre 107 nm (F5) e 240 nm 
(F30), enquanto o índice de polidispersão variou entre 0,23 (F9) e 0,28 (F4, 
F7, F24, F27). O potencial zeta (ς) variou entre -14 mV e -19 mV (F26).  
Na Tabela 9 estão resumidos os resultados da análise de variância 
para o delineamento experimental realizado.  
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Tabela 8. Composição das NLS e resultados obtidos dos parâmetros 
analisados. 
Formula
-ção 
Variáveis independentes Variáveis dependentes 
Emulsionante 
(%) 
Lipídeo 
(mg) 
Sol-
vente 
(mL) 
Tipo de 
Lipídeo 
Tama
-nho 
(nm) 
PDI ς  (mV) 
1 1,00 300 0,4 TRP 215 0,24 -16 
2 1,00 300 0,4 TRP 220 0,24 -16 
3 1,00 200 0,4 TRP 147 0,26 -16 
4 1,50 300 0,4 MEG 154 0,28 -14 
5 1,25 200 0,2 TRP 107 0,24 -16 
6 1,00 250 0,3 TRP 164 0,27 -18 
7 1,00 300 0,3 MEG 204 0,28 -15 
8 1,50 200 0,3 TRP 108 0,24 -16 
9 1,25 250 0,3 TRP 122 0,23 -16 
10 1,25 200 0,4 MEG 140 0,25 -14 
11 1,25 300 0,3 TRP 147 0,24 -14 
12 1,50 250 0,2 MEG 130 0,21 -14 
13 1,50 300 0,2 TRP 144 0,24 -15 
14 1,00 200 0,2 MEG 137 0,27 -14 
15 1,25 250 0,3 MEG 125 0,24 -14 
16 1,00 300 0,2 TRP 220 0,27 -18 
17 1,00 200 0,2 MEG 151 0,27 -14 
18 1,00 250 0,4 MEG 175 0,26 -17 
19 1,00 200 0,4 TRP 150 0,27 -16 
20 1,50 300 0,2 TRP 143 0,25 -15 
21 1,00 300 0,2 TRP 234 0,27 -18 
22 1,50 300 0,4 MEG 150 0,27 -14 
23 1,50 200 0,3 MEG 120 0,25 -14 
24 1,50 300 0,4 MEG 144 0,28 -14 
25 1,25 200 0,2 TRP 100 0,24 -16 
26 1,00 250 0,3 TRP 172 0,27 -19 
27 1,00 300 0,3 MEG 210 0,28 -16 
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28 1,00 200 0,4 TRP 156 0,26 -17 
29 1,00 300 0,2 TRP 234 0,27 -17 
30 1,00 300 0,2 TRP 240 0,27 -17 
 
Tabela 9. Resultado da análise de variância para as respostas obtidas. 
  Tamanho de Partícula Polidispersão (PI) Potencial Zeta (ς) 
Termo 
polinomial Coeficiente p  Coeficiente p Coeficiente p 
Modelo - < 0,0001 - < 0,0001 - < 0,0001 
Intercepto 124,44 - 0,23 - -15,07 - 
A -22,80 < 0,0001 -0,015 < 0,0001 0,82 < 0,0001 
B 22,81 < 0,0001 5,354*10-4 0,5991 0,38 0,0028 
C 4,79 0,0048 2,388*10-3 0,0733 -0,16 0,1347 
D - - 4,477*10-3 0,0007 0,88 < 0,0001 
AB -15,75 < 0,0001 0,011 < 0,0001 0,34 0,0066 
AC 6,63 0,0006 5,159*10-3 0,0037 - - 
AD - - 3,042*10-3 0,0277 - - 
BC -7,50 < 0,0001 - - - - 
BD - - - - - - 
CD - - 0,013 < 0,0001 -0,86 < 0,0001 
A2 20,17 < 0,0001 0,022 < 0,0001 -1,48 < 0,0001 
B2 - - 0,016 < 0,0001 1,34 < 0,0001 
C2 17,63 < 0,0001 -0,019 < 0,0001 - - 
       
R² 0,9833 0,9696 0,9355 
R² ajustado 0,9770 0,9511 0,9109 
R² preditivo 0,9631 0,8920 0,8786 
*A - Emulsionante (%); B - Lipídeo (mg); C - Solvente (mL); D - Típo de 
Lipídeo; AB, AC, AD, BC, BD, CD representam interações; A², B² e C² 
representam termos quadráticos. 
 
O tamanho de partícula apresentou um modelo quadrático 
modificado significante (p < 0,0001), com coeficientes de correlação (R²) 
ajustado e preditivo bastante próximos a 1,0. Verificou-se também que estes 
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valores apresentaram uma diferença inferior a 0,2, indicando coerência entre 
os valores experimentais e os valores preditos através da equação polinomial 
que rege este modelo (Equação 5): 
(5) Tamanho =   124,44 − 22,80 ∗ A + 22,81 ∗ B + 4,79 ∗ C − 15,75 ∗ AB+ 6,63 ∗ AC − 7,50 ∗ BC + 20,17 ∗ A! + 17,63 ∗ C! 
 
Em geral, é possível notar que os efeitos da concentração de 
emulsionante (A, p < 0,0001) geram uma tendência à redução do tamanho de 
partícula (coeficiente negativo). Por sua vez, o acréscimo na quantidade de 
lipídeo (B, p < 0,0001) leva ao aumento do tamanho de partícula em 
decorrência da maior quantidade de lipídeo disponível para formação das 
nanopartículas. Entretanto, a interação entre estes dois fatores também se 
apresenta estatisticamente relevante (AB, p < 0,0001). Em decorrência do 
coeficiênte negativo da interação, é possível inferir que o aumento na 
quantidade de emulsionante utilizada, associado ao aumento na quantidade de 
lipídeo, potencializa a capacidade do emulsionante em reduzir o tamanho de 
partícula. Da mesma forma, a interação AB reduz a capacidade do aumento 
da concentração de lipídeo em aumentar o tamanho de partícula do sistema. 
Verificou-se que, na maior quantidade de lipídeo (300 mg), o aumento da 
concentração do emulsionante promoveu maior capacidade em reduzir o 
tamanho de partícula. Quando baixas quantidades de lipídeo foram utilizadas 
(200 mg), embora o tamanho de partícula obtido nas formulações seja 
usualmente inferior àquelas contendo 300 mg de lipídeo, a capacidade do 
emulsionante em reduzir mais ainda o tamanho de partícula foi limitada. Tal 
comportamento ocorreu independente do tipo de lipídeo utilizado ou da 
quantidade de solvente. 
Verificou-se também que o volume de solvente utilizado tem papel 
importante no tamanho de partícula obtido na preparação das NLS. Em geral, 
o aumento no volume de solvente leva ao aumento no tamanho de partícula. 
Verificou-se que a interação entre quantidade de emulsionante e de solvente 
(AC, p = 0,0006) foi estatisticamente relevante. Esta interação, por apresentar 
coeficiente positivo, indica que a capacidade do emulsionante em reduzir o 
tamanho de partícula do sistema é reduzida à medida que se aumenta o 
volume de solvente utilizado, requerendo desta forma o emprego de maiores 
concentrações de emulsionante para manter o tamanho de partícula estável à 
medida que se aumenta a quantidade de solvente (Figura 17A). A interação 
entre a quantidade de lipídeo e de solvente também foi estatisticamente 
relevante (BC, p < 0,0001), cujo coeficiente negativo indica que o aumento 
da quantidade de solvente associado ao aumento da quantidade de lipídeo 
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reduz a capacidade isolada de cada fator em aumentar o tamanho de 
partícula, embora ainda leve ao aumento do tamanho de partícula (Figura 
17B). Embora tanto o aumento do tamanho de partícula seja uma 
consequência do aumento da quantidade de lipídeo e de solvente, uma 
formulação preparada, por exemplo, com 300 mg de lipídeo e 0,2 mL de 
solvente tenderá à um tamanho de partícula maior quando comparado à uma 
preparada com a mesma quantidade de lipídeo e 0,3 mL de solvente. É 
importante destacar aqui que, em decorrência do termo quadrático 
significante para a quantidade de solvente (C², p < 0,0001), tal afirmação é 
verdadeira somente para quantidades de solvente inferiores a 0,3 mL, já que 
em concentrações muito elevadas, a capacidade do solvente em aumentar o 
tamanho de partícula sobressai o efeito da interação (Figura 17B). Qualquer 
resposta relacionada ao tipo de lipídeo não apresentou relevância estatística, 
indicando que a escolha entre TRP e MEG não afeta o tamanho de partícula 
médio obtido das NLS. 
 
Figura 17. Gráficos de contorno avaliando o efeito da (A) concentração do 
emulsionante versus a quantidade de solvente (MEG; 250 mg de lipídeo) e 
(B) quantidade de solvente versus quantidade de lipídeo (MEG; 1,25 % de 
emulsionante)  sobre o tamanho de partícula das NLS (nm).  
 
 
 
Ao analisar o parâmetro polidispersão (Tabela 9), foi possível 
estabelecer um modelo quadrático modificado (p < 0,0001) representativo 
desta resposta em relação ao domínio experimental analisado. Os valores de 
R² ajustado e preditivo obtidos garantem a qualidade do modelo matemático 
e indicam coerência entre os valores experimentais e calculados. A equação 
polinomial codificada que rege este modelo está representada na Equação 6: 
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(6) 
 !" =   0,23 − 0,015 ∗ ! −   5,354 ∗ 10!! ∗ ! + 2,388 ∗ 10!! ∗ ! + 4,477∗ 10!! ∗ ! + 0,011 ∗ !" + 5,159 ∗ 10!! ∗ !" + 3,042∗ 10!! ∗ !" + 0,013 ∗ !" + 0,022 ∗ !! + 0,016 ∗ !!− 0,019 ∗ !! 
 
É importante destacar que, no caso da PI, valores adequados foram 
obtidos para todas as formulações, variando na faixa de 0,21 a 0,28. Para esta 
resposta, verifica-se que a quantidade de emulsionante empregada (A, p < 
0,0001), bem como a interação desta com a quantidade de lipídeo (AB, p < 
0,0001), acarreta em significativa modificação da polidispersão das 
formulações. Em geral, verifica-se uma redução na polidispersão à medida 
que se aumenta a concentração de emulsionante e mantem-se concentrações 
intermediárias de lipídeo (Figura 18A). Independente das condições 
empregadas, concentrações baixas de emulsionante geraram maior 
polidispersão quando comparadas às concentrações superiores. Em todos os 
casos, o uso de MEG levou a uma polidispersão levemente maior quando 
comparado ao TRP, indicando que este promove a formação de 
nanopartículas com melhor homogeneidade de tamanho.  
Da mesma forma, observa-se que a interação entre a quantidade de 
solvente empregada e a concentração de emulsionante (AC, p = 0,0037) 
também influencia aumentando a PI das formulações (coeficiente positivo). É 
importante observar que o aumento da concentração de emulsionante leva à 
redução na PI. Neste caso, ao empregar quantidades mínimas ou máximas de 
solvente, reduz-se a PI. Quantidades intermediárias de solvente apresentaram 
tendência à produção de formulações levemente mais polidispersas (Figura 
18B). Em decorrência desta interação, verificou-se que a concentração do 
emulsionante é especialmente importante quando se trabalha com solvente no 
limite inferior (0,2 mL). Nestas condições, o aumento na concentração do 
emulsionante promove melhor controle da PI. Da mesma forma, empregando 
volumes maiores de solvente, a necessidade de incremento na concentração 
do emulsionante reduz consideravelmente, pois as formulações nestas 
condições apresentam melhores índices de PI. 
As NLS são suspensões coloidais que devem ser estabilizadas com 
um sistema emulsionante capaz de evitar a agregação das partículas. Os 
emulsionantes podem atuar por dois tipos de mecanismo de ação. O primeiro 
baseia-se na repulsão eletrostática, quando utilizado um emulsionante com 
carga iônica (aniônico ou catiônico). Desta forma, para garantir a estabilidade 
da nanopartícula é necessário que o potencial zeta seja superior ao módulo de 
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30 mV. O segundo mecanismo é chamado de impedimento estérico, no qual 
o emulsionante não apresenta carga eletrostática e a estabilização do sistema 
se dá pelo impedimento estérico dos emulsionantes não-iônicos, não sendo 
necessário obter um alto valor no potencial zeta para que ocorra estabilização 
das nanopartículas. 
 
Figura 18. Gráficos de contorno avaliando o efeito da (A) concentração do 
emulsionante versus a quantidade de lipídeo (TRP; 0,3 mL de solvente) e (B) 
quantidade de emulsionante versus quantidade de solvente (TRP; 250 mg de 
lipídeo) sobre o índice de polidispersão (PI) das NLS (adimensional). 
 
 
 
Geralmente, misturas binárias de emulsionantes são muito mais 
efetivas para estabilizar o sistema do que um só emulsionante. Assim, uma 
mistura de emulsionantes iônico e não-iônico é interessante, uma vez que a 
estabilização do sistema se dará por uma combinação de mecanismos, a 
repulsão eletrostática, no caso do emulsionante iônico, e a estabilização 
estérica no caso do emulsionante não-iônico. Assim, os emulsionantes 
selecionados foram o polissorbato 80 (não-iônico) e a lecitina S75 (anfótero). 
Neste estudo, avaliaram-se três concentrações de emulsionante (1,0; 1,25 e 
1,50 %). Para todas as concentrações emulsionantes avaliadas, a relação 
adequada entre o emulsionante hidrofílico e lipofílico foi determinada 
previamente como 1:4 (lecitina:polissorbato). Sendo assim, para 
concentrações de emulsionante de 1,0, 1,25 e 1,50 %, as concentrações de 
lecitina e polissorbato foram de 0,2 e 0,8 %, 0,25 e 1,0 % e 0,3 e 1,2 %, 
respectivamente.   
O potencial zeta reflete a carga de superfície de partículas, o qual é 
fortemente influenciado pelos componentes de uma formulação. Assim, por 
si só, espera-se que o emulsionante e a quantidade e tipo de lipídeo tenham 
influência significativa nesta variável. Tal fato foi confirmado através da 
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ANOVA, onde se verificou que todos os três fatores foram relevantes desde 
seus termos pai (A, p = < 0,0001; B, p = 0,0028; D, p < 0,0001). Os valores 
de R² ajustado e preditivo validaram o modelo para predição por indicar 
coerência entre os valores experimentias e os calculados. Dentro do domínio 
experimental estudado, foi possível determinar a equação polinomial 
codificada para o modelo quadrático modificado que rege esta resposta 
(Equação 7): 
(7) !" =   −15,07 + 0,82 ∗ ! + 0,38 ∗ ! − 0,16 ∗ ! + 0,88 ∗ ! + 0,34 ∗ !"− 0,86 ∗ !" − 1,48 ∗ !! + 1,34 ∗ !! 
 
Verifica-se pelo intercepto negativo do modelo e pela baixa 
magnitude de todos os coeficientes dos termos em comparação ao intercepto 
que o ς para as formulações preparadas sempre se manterá negativo. A carga 
de superfície negativa é justificada pelo uso da lecitina S75 como 
componente tensoativo, cuja característica aniônica prevalece na superfície 
das partículas. A baixa magnetude desta resposta sugere que o mecanismo de 
estabilização das formulações ocorre primariamente por impedimento 
estérico. 
A interação entre a quantidade de emulsionante e lipídeo foi 
estatisticamente relevante (AB, p = 0,0066). Conforme demonstrado na 
Figura 19A, o aumento na concentração do emulsionante leva ao aumento do 
ς e, por sua vez, o acréscimo na quantidade de lipídeo acarreta na redução da 
resposta. Entretanto, vale destacar que as diferenças observadas, na faixa de -
14 a -19 mV, embora estatisticamente relevantes, não são diferenças que 
impactam signficativamente no desenvolvimento de uma formulação. 
Conforme esperado inicialmente, a quantidade de solvente utilizada 
na formulação por si só não influenciou diretamente o ς, entretanto verificou-
se que este fator esteve envolvido em uma interação estatisticamente 
relevante quando associado ao tipo de lipídeo (CD, p < 0,0001). Conforme 
evidenciado na Figura 19B, o uso de TRP associado às baixas quantidades de 
solvente acarreta em menor ς quando comparado às formulações preparadas 
em condições semelhantes, porém empregando MEG. Quando se utiliza 
quantidades maiores de solvente (0,4 mL), observa-se que a diferença entre ς 
causado pelo tipo de lipídeo empregado não ocorre mais. Tal interação é 
extremamente importante, pois demonstra que um fator como quantidade de 
solvente, o qual não deveria inicialmente influenciar a mobilidade 
eletroforética das partículas, pode gerar diferenças dependendo do tipo de 
lipídeo empregado. Vale ressaltar que, neste caso, a quantidade de lipídeo e 
de emulsionante não alteram o comportamento da interação. 
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Figura 19. (A) Gráfico de contorno avaliando o efeito da concentração do 
emulsionante versus a quantidade de lipídeo (TRP; 0,4 mL de solvente) e (B) 
Gráfico de interação entre quantidade de solvente versus tipo de lipídeo (1,25 
% de emulsionante; 250 mg de lipídeo), ambos sobre o potencial zeta (ς) das 
NLS (mV). 
 
 
  
A utilização de um delineamento experimental é considerada uma 
estratégia analítica útil e suas principais aplicações residem tanto na triagem 
das variáveis mais relevantes de um determinado sistema analítico, assim 
como na otimização e melhoramento destas (MYERS, MONTGOMERY, 
ANDERSON-COOK, 2009). Para tais finalidades, existem diferentes tipos 
de delineamentos experimentais, onde os algorítimos mais simples buscam a 
triagem das variáveis mais significativas, e os mais avançados permitem 
refinamento e um melhor conhecimento do sistema em estudo (BARROS 
NETO, BRUNS, 2002).  
Desta forma, a escolha do tipo de delineamento experimental a ser 
empregado é de suma importância para garantir o sucesso no 
aperfeiçoamento do produto/processo em questão. Neste estudo, partiu-se de 
informações obtidas por experimentos preliminares, e aplicou-se assim um 
delineamento do tipo Superfície de Resposta visando à avaliação extensa das 
variáveis de formulação que mais afetam as características físico-químicas de 
nanopartículas lipídicas sólidas.  
A escolha do delineamento foi feita buscando a opção que mais se 
adequasse ao objetivo: obtenção de equações polinomiais representativas 
para o efeito das variáveis estudadas no tamanho de partícula, polidispersão e 
potencial zeta das NLS. Dentre os delineamentos de superfície de resposta, 
optou-se pelo uso do algorítimo D-Optimal, o qual busca estimar mais 
acuradamente os coeficientes de cada termo do modelo, fornecendo 
resultados mais robustos quando se busca identificar e mensurar os fatores 
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que influenciam nas diferentes respostas estudadas (JONES, GOOS, 2012;  
SAMBO, BORROTI, MYLONA, 2014). 
Assim, a partir da função de desejabilidade, que permite a inserção 
do peso e da importância de cada resposta previamente estabelecida pode-se 
otimizar uma formulação com o intuito de obter características desejáveis 
para a incorporação de fármacos ou outros insumos ativos. Estes dados 
podem ser visualizados na Tabela 10 que mostra os fatores numéricos e 
categóricos pré-estabelecidos com seus limites (inferior e superior) bem 
como as respostas obtidas (mínimo e máximo) das formulações produzidas 
quanto o tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta e os 
seus pesos e importâncias para o estudo.   
A meta definida para este estudo nas respostas avaliadas foi a 
minimização, buscando a redução no tamanho de partícula e polidispersão, 
bem como o aumento na repulsão eletrostática através da redução do 
potencial zeta. Dentre os parâmetros, conferiu-se peso maior para o tamanho 
de partícula por ser a resposta mais relevante, seguido da polidispersão e, por 
fim, do potencial zeta (Tabela 10). 
 
Tabela 10. Dados para otimização da formulação. 
Nome Meta Limite 
inferior 
Limite 
superior 
Peso Impor-
tância 
(A) 
Emulsionante 
(%) 
Entre o 
intervalo 
0,2 0,3 1 3 
(B) Lipídeo (mg) Entre o 
intervalo 
200 300 1 3 
(C) Solvente 
(mL) 
Entre o 
intervalo 
0,2 0,4 1 3 
(D) Tipo do 
lipídeo 
Entre o 
intervalo 
TRP MEG 1 3 
Tamanho (nm) Minimizar 100 240 10 5 
PI Minimizar 0,23 0,28 5 5 
ς (mV) Minimizar -19 -14 1 5 
 
 
Inúmeras combinações foram realizadas computacionalmente para 
determinação da formulação de maior desejabilidade. Na Tabela 11 
encontram-se os resultados da formulação otimizada, mostrando os 
componentes da formulação bem como suas concentrações.  
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Tabela 11. Resultado da formulação otimizada. 
Componentes Concentração (%) m/v 
Emulsionante (Polissorbato 80 + 
Lecitina S75) 
1,50 
Lipídeo 2,22 
Solvente 3,00 
Tipo de Lipídeo TRP 
Diluente (Tampão PBS) q.s.p. 100,00 
 
A formulação predita através do modelo matemático foi executada 
em triplicata para validação da predição. Os valores teóricos preditos foram 
muito próximos às respostas dos experimentos executados, comprovando a 
robustez do delineamento experimental desenvolvido. O tamanho teórico foi 
de 100 nm, enquanto o experimental foi de 105 nm. A polidispersão teórica 
foi de 0,23, o experimental 0,22 e Potencial zeta teórico sugerido pelo 
modelo matemático foi de -16 e o experimental foi de -19. Esta comparação 
está demonstrada na Tabela 12.  
 
Tabela 12. Comparação das respostas das formulações teórica e experimental 
otimizadas. 
Tamanho 
(nm) 
Teórico 
Tamanho 
(nm) 
Experimental 
PI 
Teórico 
PI 
Experimental 
ς  
(mV) 
Teórico 
ς  
(mV) 
Experimental 
100 105  0,23 0,22  -16 -19  
 
 
5.5.1. Morfologia – Microscopia eletrônica de transmissão 
 
Na Figura 20 podem ser visualizadas as fotomicrografias obtidas por 
microscopia eletrônica de transmissão (MET) da formulação otimizada de 
nanopartículas lipídicas sólidas. Nestas figuras é possível observar que as 
nanopartículas são esféricas e compactas, apresentando superfície densa.  
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Figura 20. Fotomicrografias obtidas por MET da formulação otimizada de 
nanopartículas lipídicas sólidas. 
 
 
 
5.5.2. Estudo de estabilidade da formulação de NLS otimizada 
 
A dispersão coloidal otimizada de NLS também foi observada 
quanto à estabilidade ao longo de 180 dias sob refrigeração (4 °C). Esta 
avaliação consistiu na medida do diâmetro médio das partículas, índice de 
polidispersão e potencial zeta e na observação de variáveis macroscópicas 
como a tendência de agregação e sedimentação. Na Figura 21, pode ser 
observado que a formulação otimizada apresentou resultados satisfatórios 
quanto à estabilidade físico-química. 
 
Figura 21. Efeito do tempo de armazenamento à temperatura 4 °C sobre o 
tamanho de partícula e PI  da  formulação otimizada de NLS (média ± DP, n 
= 3). 
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5.5.3. Estudo de Biocompatibilidade da formulação otimizada 
 
O perfil de citotoxicidade da NLS em fibroblastos foi investigada 
pelo ensaio MTT em condições in vitro (Figura 22). A viabilidade das células 
NIH/3T3 foi determinada após incubação das células com diferentes 
concentrações de NLS durante 24 h. Estes resultados estão apresentados na 
Figura 22. De acordo com a ISP 10993-5, “uma redução de viabilidade 
celular superior a 30% é considerada citotóxica”. Assim, a formulação 
otimizada não é considerada citotóxica nas concentrações estudadas e nesta 
linhagem celular, já que a viabilidade celular foi superior a 75% nas 
condições de 50 – 1000 µg. mL-1. 
 
Figura 22. Perfil de citotoxicidade da NLS em linhagem celular NIH/3T3 
após 24 h de incubação. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do 
MTT e a densidade ótica do grupo controle sem tratamento foi considerada 
100% de viabilidade. Cada barra representa Média ± EPM (n=3). 
 
 
As nanopartículas lipídicas estão atraindo cada vez mais atenção 
como nanocarreadores coloidais de fármacos para aplicação intravenosa 
(WANG et al., 2009). A avaliação da atividade hemolítica pode ser mais um 
indicativo de toxicidade in vitro e também pode servir como uma medida 
simples e de confiança para estimar o dano causado pela formulação (NLS) 
na membrana in vivo (JOSHI et al., 2008). A formulação otimizada não 
apresentou atividade hemolítica indicando que esta formulação poderá ser 
útil para carrear fármacos por via parenteral (dados não mostrados).  
O delineamento experimental aplicado permitiu formular e otimizar 
com sucesso formulações de NLS com parâmetros físico-químicos 
satisfatórios. A influência das variáveis independentes como concentração de 
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lipídeo sólido e emulsionantes sobre o tamanho, polidispersão e potencial 
zeta foi avaliada por análise estatística. Foi possível verificar que o tamanho 
e o índice de polidispersão das partículas produzidas são fortemente 
dependentes da concentração de lipídeo sólido, aspecto que traduz a 
tendência da coalescência de fases quando elevadas concentrações são 
utilizados.  
 
5.6. Desenvolvimento e validação do método de doseamento da molécula 
C3 nas NLS 
 
 A molécula C3 (1 - (5, 5, 5-tricloro-2-metoxi-4-oxopenten-2-il)-4-
triclorometil-pirimidina-2 (1H)-ona) é inédita e, não existem relatos sobre 
nenhum método analítico para o doseamento desta molécula em 
nanocarreadores lipídicos.  
Entre os métodos existentes para quantificar a incorporação de 
fármacos, a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é muito 
utilizada, pois permite a separação, identificação e quantificação dos 
componentes analisados,além de ser um método que apresenta rapidez de 
análise, alta eficiência, reprodutibilidade e sensibilidade. Assim, foi 
necessário desenvolver uma metodologia por CLAE seguida de um estudo de 
validação do método para esta finalidade.  
A validação de uma metodologia tem como objetivo principal assegurar 
que determinado procedimento analítico selecionado forneça resultados 
reprodutíveis e confiáveis, que sejam adequados aos fins para os quais tenha 
sido planejado (GARFIELD, 1994). A validação deve garantir por meio de 
estudos experimentais que o método atenda às exigências das aplicações 
analíticas assegurando assim a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 
2003). Os parâmetros de validação selecionados para a quantificação do C3 
nas NLS seguiram as normas de validação conforme critérios estabelecidos 
pelo ICH (2005) e pelo Guia para Validação de Métodos Analíticos e 
Bioanalíticos da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 
(BRASIL, 2003). Deste modo, foram avaliados os parâmetros de linearidade, 
especificidade, precisão, exatidão e limite de detecção e quantificação.  
O espectro de varredura UV-VIS foi obtido no intervalo de 200 a 
400 nm para verificar o comprimento de onda de maior absorbância da 
amostra de C3. Como demostrado na Figura 23, o máximo de absorção da 
molécula C3 foi 270 nm. Assim, para o desenvolvimento da metodologia 
analítica, este comprimento de onda foi utilizado para detecção da molécula 
nas NLS.  
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Figura 23. Espectro de absorção do C3 na região do ultra-violeta (UV). 
 
 
 
A linearidade pode ser definida como a capacidade do método de 
fornecer resultados que são diretamente proporcionais à concentração da 
substância na amostra, dentro de um intervalo específico. Esta avaliação é 
realizada através da elaboração de uma curva analítica e da análise estatística 
da linearidade através de análise de regressão linear (BRASIL, 2003).  
A faixa de linearidade do método foi avaliada através da elaboração 
de três curvas analíticas contemplando concentrações de 5 a 50 µg de C3 por 
mililitro de fase móvel (acetonitrila:água 65:35, v/v). Os valores médios de 
área para cada concentração, bem como seus respectivos desvios padrão e 
desvios padrão relativos estão expressos na Tabela 13. 
 
Tabela 13. Áreas dos picos médios obtidas após análise das soluções de C3 
por CLAE (n=3). 
Faixa de Linearidade Área do Pico DPR  
(µg/mL) (Média ± DP) (%) 
5,0 197807 ± 1095 0,55 
7,5 295499 ± 412 0,14 
15,0 587426 ± 1354 0,23 
25,0 968316 ± 2500 0,26 
50,0 1922579 ± 5310 0,28 
 
Dentro dessa faixa, o método demonstrou-se linear, apresentando um 
coeficiente de correlação de R² = 0,9999, indicando uma ótima correlação 
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entre os dados, ou seja, o modelo explica 99,99% da variação da área dos 
picos. A Figura 24 representa a equação da reta obtida por regressão linear, 
bem como a curva de calibração média utilizada na conversão entre as áreas 
dos picos dos cromatogramas obtidos e a concentração do analito. 
 
Figura 24. Curva de calibração média do C3 obtida por CLAE e respectiva 
equação da reta. 
  
 
 
A avaliação estatística dos valores obtidos na curva padrão foi 
realizada por análise de variância (ANOVA). Os resultados obtidos 
demonstraram que a linearidade é estatisticamente válida, pois a curva 
apresentou regressão linear significativa (p<0,05). Ainda, não foi detectada a 
presença de erro sistemático constante, uma vez que a reta passa 
estatisticamente pelo zero. Assim, o método apresentou linearidade de 
resposta na faixa de 5,0 a 50 µg.mL-1. 
A especificidade de um método indica a capacidade em avaliar sem 
equívoco o analito de interesse, mesmo em presença de outras substâncias 
como impurezas, produtos de degradação e excipientes (ICH, 2005). Neste 
estudo, para a avaliação da especificidade do método, NLS brancas foram 
dissolvidas na fase móvel e posteriormente filtradas em filtro de membrana 
de 0,45 µm de poro. Esta solução foi injetada no cromatógrafo a fim de 
demonstrar que nenhum componente da formulação de NLS absorve no 
mesmo comprimento de onda utilizado para as análises do C3 (λ=270 nm). 
Com base no cromatograma apresentado na Figura 25, observa-se que não há 
interferência dos componentes da formulação, indicando que o método é 
específico. 
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Figura 25.  (A) Cromatograma da formulação de NLS branca contaminada 
com C3 (B) Cromatograma da formulação de NLS branca. 
 
 
  
 A precisão do método é a avaliação da proximidade dos resultados 
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem múltipla de uma 
mesma amostra (BRASIL, 2003). A repetibilidade e a precisão intermediária 
foram caracterizadas por coeficientes de variação inferiores a 0,23 e 0,93 %, 
respectivamente, demonstrando que o método proposto é preciso. O 
cromatograma obtido com a concentração de 15 µg.mL-1, utilizada para o 
estudo da precisão, está demonstrado na Figura 25. Os resultados das análises 
intra e inter-dia são apresentados na Tabela 14. 
A exatidão de um método analítico corresponde à proximidade entre 
os resultados obtidos por um determinado método e o valor verdadeiro. A 
exatidão pode ser avaliada através de amostras contendo quantidades 
conhecidas da substância referência, podendo ser expressa como 
porcentagem de recuperação (BRASIL, 2003; ICH, 2005). O teste de 
recuperação foi utilizado para a verificação da exatidão do método proposto, 
sendo que todos os valores experimentais obtidos encontravam-se dentro dos 
limites aceitáveis (95-105%) de recuperação (Tabela 15), demonstrando 
assim, que o método é exato. 
 
 
 
 
116 
Resultados e Discussão 
 
 
Tabela 14. Valores experimentais médios obtidos durante o estudo da 
precisão do método (n=6). 
 Amostra  Amostra  Recuperação DPR 
  Teórica (µg.mL
-1) Experimental (µg.mL-1 ± DP) (%) (%) 
Intra-dia     
Dia 1 (n=6) 15,0 15,08 ± 0,04 100,52 ± 0,23 0,23 
Dia 2 (n=6) 15,0 14,75 ± 0,14 98,33 ± 0,91 0,93 
Dia 3 (n=6) 15,0 14,81 ± 0,10 98,71 ± 0,63 0,64 
Inter-dia (n=18) 15,0 14,89 ± 0,18 99,25 ± 1,21 1,22 
 
A metodologia de quantificação de C3 foi avaliada em relação à 
sensibilidade através da determinação dos limites de detecção e 
quantificação. O limite de detecção pode ser definido como a menor 
quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, 
porém não necessariamente quantificado, enquanto que o limite de 
quantificação representa a menor concentração de substância analisada que 
pode ser determinada com precisão e exatidão (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 
Neste contexto, a determinação do limite de detecção e quantificação foi 
calculada com base no desvio padrão da resposta e inclinação da curva de 
calibração. O limite de detecção e de quantificação foi de 0,073 µg.mL-1 e 
0,22 µg.mL-1, respectivamente. 
 
Tabela 15. Valores de recuperação (%) obtidos após adicionar diferentes 
concentrações de C3 (µg.mL-1) em uma NLS branca (n=3). 
Amostra Amostra de C3 Recuperação 
Teórica (µg.mL-1) Experimental (µg.mL-1) (% ± DP) 
NLS 
7,5 7,37 98,28 ± 0,15 
15 14,51 96,76 ± 0,58 
25 25,03 100,12 ± 0,12 
 
 
5.7. Incorporação do Composto C3 na formulação otimizada de NLS 
 
  Estudos prévios demostrados por Winter e colaboradores (2014), 
demostraram que o análogo de pirimidina (C3) tem alta citotoxicidade in vitro 
sobre linhagem celular de leucemia, e testes preliminares apresentaram baixa 
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solubilidade em água (1,13 µg.mL-1), o que dificultaria a administração 
parenteral além de dificultar a realização de testes in vitro e in vivo. Através 
dos estudos de formulação bem como o delineamento experimental, uma 
formulação foi otimizada, a qual apresentou bons resultados quanto as 
propriedades físico-químicas e citotóxicas em células não-tumorais. Estas 
propriedades físico-químicas viabilizam o uso da formulação como 
nanocarreador da molécula C3. 
  A administração via parenteral de moléculas bioativas com reduzida 
hidrossolubilidade representa um grande desafio no desenvolvimento de 
medicamentos. Algumas estratégias são descritas na literatura para esta 
finalidade, como a modificação do pH do veículo, adição de cossolventes, 
formação de complexos com ciclodextrinas e a utilização da nanotecnologia 
(STRICKLEY, 2004, WISSING,  KAYSERB, MÜLLER, 2004, MEHNERT 
E MADER, 2012). A nanotecnologia oferece potenciais e promissores 
progressos no domínio da saúde e da medicina (ETHERIDGE et al., 2013). 
 
5.7.1. Caracterização físico-química das formulações 
 
  As suspensões coloidais preparadas foram caracterizadas quanto aos 
aspectos macroscópicos, os quais estão apresentados na Figura 26. Como 
pode ser observado, todas as formulações apresentaram efeito tyndall, 
característico de suspensões coloidais e ausência de indicadores de 
instabilidade como cristais da molécula encapsulada, cremagem ou 
aglomerados e sedimentos.  
 
Figura 26. Caracterização macroscópica das formulações (A) NLS branca (B) 
NLS 250 µg.mL-1 (C) NLS 500 µg.mL-1  (D) NLS 1000 µg.mL-1. 
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  A completa ausência de agregados ou sedimentos  indicou que nas 
concentrações avaliadas a molécula em estudo foi solubilizada na fase oleosa 
da nanopartícua e que a quantidade de emulsionantes garantiu a completa 
formação dos nanocarreadores. A formulação de NLS branca apresentou 
coloração branca e as demais formulações apresentaram coloração amarela, 
e, dependendo da concentração de pirimidina incorporada (250 – 1000 
µg.mL-1)  no nanocarreador, a intensidade da cor foi levemente intensificada, 
como mostra na Figura 26. 
 Na Tabela 16 é possível observar as características físico-químicas 
como o tamanho de partícula, índice de polidispersão, potencial zeta e 
eficiência de encapsulação das nanopartículas lipídicas sólidas preparadas na 
ausência e na presença de diferentes quantidades de C3 (250, 500 e 1000 
µg.mL-1).  
 
Tabela 16. Caracterização físico-química das NLS (n = 3). 
Formulação Tamanho 
de Partícula 
(nm) 
Índice de 
Polidispersão  
Potencial 
Zeta (mV) 
Eficiência de 
Encapsulação 
(%) 
NLS branca 105 ± 3,6 0,22 ± 0,006 -19 ± 2,83 ___ 
NLS 250 100 ± 3,5 0,21 ± 0,001 -31 ± 1,41 97 ± 3,59 
NLS 500 103 ± 5,6 0,21 ± 0,001 -31 ± 0,70 99 ± 2,19 
NLS 1000 103 ± 6,3 0,21 ± 0,001 -43 ± 4,24 98 ± 6,01 
 
A comparação entre o diâmetro das nanopartículas com ausência do 
C3 (NLS branca) e o diâmetro das NLS contendo C3 em diferentes 
concentrações permitiu observar que a encapsulação da molécula C3 não 
afeta o diâmetro médio das partículas (p<0,05), assim como demonstrado na 
Figura 27, que mostra a distribuição de tamanho das NLS na presença de 
diferentes concentrações de C3 incorporadas na formulação de NLS. 
O índice de polidispersão (PI) fornece informações sobre a 
homogeneidade da distribuição dos tamanhos das partículas de um 
determinado sistema. Quanto menor o seu valor, mais monodispersa é a 
população de partículas, o PI é 0,00 para dispersões idealmente 
monodispersas, aproximadamente de 0,10 para distribuições estreitas e de 
0,50 para distribuições muito amplas (LIU; WU, 2010). Dada à natureza 
geralmente polidispersa dos sistemas de NLS, valores de PI inferiores a 0,30 
têm sido considerados como valores bastante aceitáveis para estes sistemas 
(DAS; CHAUDHURY, 2011; KHURANA, BEDI, JAIN, 2013). O PI de 
todas as formulações avaliadas foi menor que 0,22, o que sugere sistemas 
monodispersos no que se refere às NLS (Tabela 16).   
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Figura 27. Distribuição de tamanho das NLS na presença de diferentes 
quantidades de C3 encapsuladas (vermelho 250 µg.mL-1; verde 500 µg.mL-1; 
azul 1000 µg.mL-1). 
 
 
 
 O índice de polidispersão (PI) fornece informações sobre a 
homogeneidade da distribuição dos tamanhos das partículas de um 
determinado sistema. Quanto menor o seu valor, mais monodispersa é a 
população de partículas, o PI é 0,00 para dispersões idealmente 
monodispersas, aproximadamente de 0,10 para distribuições estreitas e de 
0,50 para distribuições muito amplas (LIU; WU, 2010). Dada à natureza 
geralmente polidispersa dos sistemas de NLS, valores de PI inferiores a 0,30 
têm sido considerados como valores bastante aceitáveis para estes sistemas 
(DAS; CHAUDHURY, 2011; KHURANA, BEDI, JAIN, 2013). O PI de 
todas as formulações avaliadas foi menor que 0,22, o que sugere sistemas 
monodispersos no que se refere às NLS (Tabela 16).   
 Os fosfolipídeos, os polissorbatos e os diferentes lipídeos 
constituintes das nanopartículas são os principais componentes presentes nas 
formulações capazes de influenciar o potencial zeta. Os fosfolipídeos, como a 
lecitina S75 utilizada nesse trabalho, fornecem um potencial negativo à 
interface, enquanto que os polissorbato tendem a reduzir o valor absoluto 
deste parâmetro. As características superficiais da partícula podem 
influenciar tanto a estabilidade físico-química quanto a resposta biológica da 
molécula associada (GREF, COUVREUR, 2006). 
 O valor de potencial zeta (PZ) encontrado indicou a obtenção de 
partículas de carga negativa, devido à utilização de lecitina como 
emulsionante anfótero, sendo observada uma redução nos valores de carga 
superficial nas NLS, provavelmente devido à presença de maiores 
concentrações de polissorbato 80, um emulsionante não iônico, na interface 
das partículas. Houve variações nos valores do potencial zeta das 
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formulações preparadas com a molécula C3 (P < 0,05), o que indica a 
existência de algum efeito da quantidade inicial de fármaco sobre a carga 
superficial das partículas e a possibilidade de adsorção do C3 na superfície da 
NLS. 
A determinação da quantidade de fármaco associada às 
nanopartículas é especialmente complexa devido ao tamanho reduzido destas, 
que dificulta a separação da fração de fármaco livre da fração associada. Uma 
técnica amplamente utilizada para este fim é a ultrafiltração/centrifugação, na 
qual uma membrana é empregada para separar a fase aquosa dispersante da 
suspensão coloidal. A concentração livre do fármaco é determinada no 
ultrafiltrado. Por conseguinte, a fração de fármaco associada às 
nanoestruturas é calculada pela diferença entre as concentrações de fármaco 
total e livre (SCHAFFAZICK et al., 2003). 
          Após a validação do método analítico e análise das suspensões 
coloidais por CLAE, a concentração total e a eficiência de encapsulação do 
C3 foram estimados. A eficiência de encapsulação foi maior que 98% para 
todas as formulações desenvolvidas, demonstrando que a maior parte da 
molécula C3 encontra-se associada ao nanocarreador. Estes valores 
encontram-se na Tabela 16. Os resultados obtidos revelaram a alta 
capacidade de incorporação de uma molécula pouco solúvel, em água,  no 
sistema de NLS desenvolvido, o que viabilizaria a administração parenteral. 
 
5.7.2. Análise das NLS por Calorimetria Exploratória Diferencial  
 
A calorimetria exploratória diferencial (DSC) é frequentemente 
usada para proporcionar informações sobre as propriedades físicas e 
energéticas de um composto ou formulação. DSC mede a perda ou ganho de 
calor resultante de mudanças físicas ou químicas dentro da amostra como 
função da temperatura (GIRON, 2002). 
 Na Figura 28, que mostra as curvas DSC (F), o análogo de 
pirimidina apresentou um evento endotérmico em 209 °C, característico de 
fusão, seguido de um grande evento exotérmico em 214 °C característico de 
degradação. Nas curvas (A, B e C) da Figura 28 são as NLS contendo C3 em 
diferentes concentrações de encapsulação e é possível observar que os 
eventos característicos do C3 desaparecem. Este desaparecimento é devido à 
obtenção de uma matriz lipídica homogênea indicando que o sistema 
utilizado foi capaz de incorporar a molécula C3 no núcleo das NLS. Todas as 
amostras analisadas por DSC, exceto a amostra da molécula C3, apresentaram 
um evento endotérmico característico do ponto de fusão da matriz lipídica 
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utilizada, a tripalmitina. Este evento ocorreu próximo a 63 °C, confirmando 
dados de literatura (HELGASON et al., 2009). 
 
Figura 28. Termogramas por calorimetria exploratória diferencial. (A)NLS-
1000; (B) NLS-500; (C) NLS-250; (D) Tripalmitina; (E) NLS branca; (F) 
molécula C3. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.3. Desenvolvimento do método de Liberação do C3  a partir das NLS 
in vitro 
 
5.7.3.1. Determinação da solubilidade de C3 em diferentes meios de 
dissolução 
 
A solubilidade de um fármaco é parâmetro chave nos estudos de 
dissolução e/ou liberação de formas farmacêuticas. Assim, estabelecer 
condições sink no sistema é de extrema importância.  
O termo condições sink é definido como não menos que três vezes o 
volume de meio necessário para obter uma solução saturada do fármaco 
(MARQUES; BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL FÓRUM, 2004). Aceita-
se também um volume de 5-10 vezes o necessário para saturação seja 
suficiente para manter as condições sink. As condições sink são desejáveis a 
fim de evitar que a velocidade de dissolução seja influenciada, 
artificialmente, pela aproximação da saturação durante a realização do teste, 
porém, não são obrigatórias (MARQUES; BROWN, 2002).  
Condições sink não foram atingidas com água, PBS ou PBS 
acrescido do tensoativo polissorbato 20 ou 80 na concentração de 5% (p/v). 
No entanto, a adição ao meio do co-solvente propilenoglicol, na concentração 
de 50 % (v/v), promoveu o aumento da solubilidade de C3. Assim a solução 
de polissorbato 80 a 5% acrescida de propilenoglicol permitiu obter 
A 
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condições sink desejadas para este estudo. Esses resultados podem ser 
visualizados na Tabela 17. 
 
Tabela 17. Solubilidade do C3 nos meios avaliados, expressa como 
concentração de saturação. 
Meio Avaliado 
Concentração 
de C3 
 (µg.mL-1 ± DP) 
Água 1,13 ± 0,01 
PBS 0,62 ± 0,02 
Água : Propilenoglicol (50:50) (v/v) 7,00 ± 0,52 
Solução de polissorbato 80 5% (p/v) 15,00 ± 0,81 
Solução de 5 % de polissorbato 80 : Propilenoglicol 
(50:50) (v/v) 51,01 ± 1,37 
Solução de polissorbato 20 5% (p/v) 5,00 ± 0,19 
 
5.7.3.2. 	  Validação do método de liberação do C3 incorporado em NLS 
 
Para a realização do estudo de liberação se faz necessária a escolha 
de uma metodologia analítica capaz de detectar baixas concentrações do 
fármaco no meio de liberação. Assim, a cromatografia líquida de alta 
eficiência foi escolhida. 
 A fim de garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de 
liberação do C3 in vitro, alguns parâmetros de validação foram revalidados, 
conforme descrito abaixo. 
 
5.7.3.3. Linearidade 
 
Dentro da faixa de concentração escolhida (0,5-15,0 µg.mL-1), o 
método demonstrou-se linear, nas três curvas construídas, apresentando um 
coeficiente de correlação médio de 0,9995. A Figura 29 representa a curva de 
calibração média, bem como a equação da reta obtida por regressão linear 
utilizada na conversão entre as áreas dos picos dos cromatogramas obtidas e a 
concentração do analito. 
Na Tabela 18, estão representados os valores experimentais médios 
obtidos das áreas absolutas utilizadas para a construção da curva de 
calibração.  
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Tabela 18. Áreas dos picos médios obtidas após análise das soluções de C3 
por CLAE (n=3). 
Faixa de Linearidade Área do Pico DPR  
(µg/mL) (Média ± DP) (%) 
0,5 15381 ± 681 4,43 
1,0 36725 ± 474 1,29 
2,5 78971 ± 2147 2,72 
5,0 156057 ± 1026 0,66 
10 302835 ± 1728 0,57 
15,0 451979  ± 7966 1,76 
 
Figura 29. Curva de calibração média da molécula C3 obtida por CLAE e sua 
respectiva equação da reta. 
 
 
 
5.7.3.4. Especificidade frente à composição do meio de dissolução 
 
O cromatograma obtido com a análise do meio de dissolução 
(Solução de 5 % de polissorbato 80 : Propilenoglicol (50:50) (v/v)) não 
apresentou interferentes na região de retenção da molécula C3, nas condições 
empregadas, como pode ser verificado pela Figura 30. Assim, o método 
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demonstrou-se específico, uma vez que nenhum componente do meio de 
dissolução interferiu na quantificação da molécula C3. 
 
Figura 30. Cromatograma típico obtido por CLAE do meio de dissolução 
(Solução de 5 % de polissorbato 80 : Propilenoglicol (50:50) (v/v)). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.3.5. Limite de quantificação e Limite de Detecção 
 
 O limite de quantificação, calculado através da fórmula preconizada 
pelo ICH (2005), foi estabelecido com o objetivo de garantir que a faixa de 
trabalho escolhida está dentro da faixa de concentração quantificável pelo 
método. Os limites de quantificação e detecção calculados foram de 0,43 
µg.mL-1 e 0,14µg.mL-1, respectivamente. 
 
5.7.4. Estudo de Liberação do C3 in vitro 
 
O experimento foi excecutado sob condições sink para garantir a 
solubilização do C3 total no meio de dissolução composto por solução de 5 
% de polissorbato 80 e propilenoglicol (50:50, v/v). Como pode ser 
observado na Figura 31, que mostra o perfil de liberação do C3 incorporado 
em diferentes concentrações em NLS, a liberação de até 20 % do C3 nas 
primeiras 2 horas nas três formulações avaliadas pode ser atribuída à 
adsorção do ativo na superfície das nanopartículas. Este mesmo perfil de 
liberação também é observado em diferentes trabalhos utilizando NLS e 
moléculas lipofílicas (DAS et al., 2012; WANG et al., 2009; PANDITA et 
al., 2014). Como um controle, o C3 livre apresentou completa dissolução em 
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2 horas, evidenciando que os sistemas de NLS desenvolvidos são capazes de 
controlar a liberação da molécula encapsulada. 
 
Figura 31. Perfil de liberação in vitro. (●) C3 livre; (■) NLS-250; (▲) NLS-
500; (▼) NLS-1000. (média ± DP, n = 3). 
 
Como pode ser observada na Figura 31, que mostra o perfil de 
liberação do C3 incorporado em diferentes concentrações em NLS, a 
liberação de até 20 % do C3 nas primeiras 2 h nas três formulações avaliadas 
pode ser atribuída à adsorção do ativo na superfície das nanopartículas. Este 
mesmo perfil de liberação também é observado em diferentes trabalhos 
utilizando NLS e moléculas lipofílicas (DAS et al., 2012; WANG et al., 
2009; PANDITA et al., 2014). Como um controle, o C3 livre apresentou 
completa dissolução em 2 h, evidenciando que os sistemas de NLS 
desenvolvidos são capazes de controlas a liberação da molécula encapsulada. 
NLS é uma matriz lipídica, sólida à temperatura ambiente e corporal, 
o que dificulta a liberação de ativos lipossolúveis como é o caso da molécula 
estudada neste trabalho. Zur Mühlen e colaboradores (1998) demonstraram 
que a mobilidade de fármacos incorporados em NLS é reduzida, dificultando 
a liberação do fármaco. Pandita e colaboradores (2014) utilizaram NLS para 
encapsular resveratrol e confirmaram uma liberação sustentada com baixa 
liberação de resveratrol nas primeiras horas de estudo, necessitando 120 h de 
ensaio para liberar 80 % do ativo a partir das NLS.  
 
5.7.5. Estudo de Estabilidade 
 
No estudo de estabilidade das formulações não foram encontradas 
diferenças significativas de propriedades físico-quimicas, como tamanho, 
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índice de polidispersão e potencial zeta, porém a concentração do C3 diminui 
significativamente (p<0,05) em função do tempo como demostra a Figura 32. 
 
Figura 32. Perfil de degradação do C3 em função do tempo. (●) NLS-250; (■) 
NLS-500; (▲)NLS-1000. (média ± DP, n = 3). 
 
 
 
Foi possível observar (Figura 32) a partir de 30 dias de 
armazenamento a presença de agregados e/ou sedimentos contendo cristais 
da molécula, indicando que o sistema NLS expulsou a molécula de sua 
estrutura como é descrito na literatura como uma desvantagem do uso de 
NLS. De acordo com Souto e Müller (2006), ao longo do tempo de 
armazenamento, a estrutura cristalina da nanopartícula inicial pode mudar 
para outras formas polimórficas mais estáveis, levando à explusão da 
molécula da matriz lipídica pela formação dessas estruturas. Ao realizar o 
doseamento destas NLS nos diferentes tempos de estudo de estabilidade, as 
formulações após 30 dias de armazemanto apresentaram um decaimento 
contínuo, chegando aos 90 dias com um teor de cerca de 80%.  
Dessa forma, uma estratégia interessante foi liofilizar as 
nanopartículas para implementar a estabilidade química e física das 
formulações de NLS por um longo período de tempo. A transformação em 
uma forma sólida irá impedir as instabilidades comumente ocasionadas em 
soluções aquosas.  
  
 
5.7.6. Estudo de Liofilização das NLS 
 
A aplicabilidade industrial de NLS em meio aquoso pode ser 
limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade físico-química em 
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períodos de armazenamento prolongados. As principais limitações são a 
agregação das partículas, a estabilidade química do fármaco ou de outras 
matérias-primas e, ainda, a liberação prematura da substância ativa o que foi 
observado neste estudo. Além disso, é importante enfatizar que formas 
farmacêuticas líquidas são propensas à proliferação microbiana, havendo a 
necessidade de adição de conservantes.  
A liofilização é um método de secagem baseado na sublimação da 
água e vem sendo utilizado com sucesso na secagem de sistemas 
nanoestruturados. No entanto, a utilização desta técnica usualmente exige a 
presença de crioprotetores, e o número de substâncias com esta finalidade em 
diferentes concentrações estudadas em inúmeros trabalhos demonstra a 
dificuldade de sucesso na liofilização dos nanocarreadores 
(ZIMMERMANN, MÜLLER, MADER, 2000; LI et al., 2008; GUAN et al., 
2011; AYEN, KUMAR, 2012). 
 
Figura 33. Tamanho da partícula (nm) versus quantidade de trealose (%) após 
estudo de liofilização.  (A) Ressuspensão com agitação manual; (B) 
Ressuspensão com banho de ultrassom por 5 min. (média ± DP, n = 3). 
 
 
 
Um estudo de liofilização foi realizado utilizando como crioprotetor 
o açúcar trealose em concentração de 5, 10 e 15%. Os açúcares, de modo 
geral, formam uma matriz contendo pequenos cristais em torno das 
nanopartículas, que após a liofilização resulta em um material com 
porosidade homogênea. Assim, esta porosidade favorece a reconstituição das 
nanopartículas pela facilidade de reintrodução da água no processo de 
ressuspensão (ABDELWAHED et al., 2006). Neste estudo ficou evidenciado 
que a trealose foi fundamental para a ressuspensão da formulação, pois as 
formulações submetidas à liofilização sem o crioprotetor, não foram passíveis 
de ressuspensão. Todas as formulações com ou sem o C3 apresentaram o 
mesmo perfil de ressuspensão quando liofilizadas com trealose (Figura 33).  
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A ressuspensão com auxílio do banho de ultrassom é menos 
conveniente e prática para aplicação na clínica médica do que, por exemplo, a 
agitação manual. Porém, uma investigação da melhor maneira de 
ressuspensão foi analisada. Com o auxílio do banho de ultrassom a 
manutenção do tamanho das nanopartículas foi aceitável e o índice de 
polidispersão se manteve. Embora o tamanho tenha aumentado em cerca de 
100 %, este tamanho ainda é considerado aceitável para administração 
parenteral. 
A literatura mostra que grandes quantidades de crioprotetor são 
necessárias para manter as características iniciais da formulação, após a 
liofilização. Em um estudo de liofilização de lipossomas realizado por JOSHI 
e MISRA (2001) a proporção mais efetiva para preservação das partículas foi 
1:10 (lipídeo/açúcar). Del Pozo-Rodrigues e colaboradores (2008) 
liofilizaram nanopartículas lipídicas sólidas contendo DNA com diferentes 
concentrações de trealose. Apesar da obtenção de pós com o uso de trealose 
de 5 – 40 %, as partículas liofilizadas não apresentaram manutenção de 
tamanho, e o índice de polidispersão após o processo não foi apresentado.  
Adicionalmente, foi realizada a verificação do teor do C3 em função 
do período de armazenamento (0, 30, 60 e 90 dias). As formulações 
estudadas permaneceram com o mesmo teor inicial indicando que o processo 
de liofilização consiste em uma estratégia interessante para a inibição da 
degradação e expulsão da molécula de C3 da NLS. A comparação da 
formulação liofilizada versus formulação não liofilizada em função do tempo, 
armazenadas em temperatura ambiente, se encontra na Tabela 19. 
 
Tabela 19. Comparação do estudo de estabilidade em função do tempo 
(média ± DP, n = 3). 
Tempo NLS-250 NLS-500 NLS-1000 
Não 
Liofilizado 
Liofilizado Não 
Liofilizado 
Liofilizado Não 
Liofilizado 
Liofilizado 
Tzero 101 ± 3 100 ± 1 101 ± 6 100 ± 0 105 ± 1 103 ± 2 
T30 95 ± 2 98 ± 2 97 ± 3 100 ± 0 103 ± 1 103 ± 0 
T60 85 ± 3 101 ± 5 92 ± 3 102 ± 1 94 ± 3 105 ± 0 
T90 77 ± 4 101 ± 3 83 ± 3 102 ± 4 78 ± 2 105 ± 0 
 
 
5.7.7. Estudo de Citotoxicidade (L1210) 
 
A Figura 34 demonstra o perfil de citotoxicidade da molécula livre e 
encapsulada bem como a NLS sem o ativo (NLS branca). Este ensaio foi 
realizado pelo método MTT em condições in vitro após incubação das células 
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L1210 com as formulações durante 24 h. Neste ensaio a formulação utilizada 
foi a NLS-1000. 
A formulação de NLS branca nas concentrações estudadas é considerada 
citotóxica na linhagem celular L1210, porém em linhagem celular NIH-3T3, 
como desmonstrado no item 5.5.3, a formulação não apresentou 
citotoxicidade. Este resultado pode ser atribuído a maior seletividade que o 
nanocarreador apresentou por células neoplásicas.  
 
Figura 34. Viabilidade celular em células L1210. (●) NLS branca; (▲) C3 
livre; (▼) C3-NLS. As células (1x105) foram incubadas por 24 h e a 
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa 
Média ± EP (n=3). 
 
 
 
Esta seletividade pode ser devido ao fato de células leucêmicas 
apresentrem maior fluidez na membrana plasmática sendo mais sucetíveis a 
captação de substâncias. Desta maneira, podemos sugerir que a captação 
celular em células L1210 foi maior, provocando uma maior citotoxicidade 
quando comparada com células não tumorais 3T3-NIH.  
Outro dado relevante deste estudo é que quando a molécula C3 foi 
encapsulada a citotoxicidade foi a mesma àquela apresentada pela molécula 
livre evidenciando a mesma característica de citotoxicidade da molécula não 
encapsulada (livre). Assim, as NLS com o C3 incorporado viabiliza a 
administração parenteral e torna este sistema adequado para testes in vivo. 
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5.8. Comparação do método de produção de NLS 
 
  Para introduzir um novo produto no mercado, são necessárias diversas 
etapas de pesquisa e desenvolvimento. No decurso do desenvolvimento de 
uma série de refinamentos progressivos nas formulações, processos de 
fabricação e de apresentação dos produtos são importantes. A fase de 
aumento de escala inclui a integração dos procedimentos, bem como a 
transferência de tecnologia, para realizar a produção em grande escala de um 
determinado produto. Esta fase do desenvolvimento é crucial por que, 
frequentemente, muitas das limitações do processo que não são aparentes em 
pequena escala tornam-se significativas frente a uma escala maior, podendo 
conduzir à falha de uma unidade de tradução às dimensões industriais.  
Assim foi realizada a comparação das características físico-químicas 
das NLS produzidas pela técnica utltrassonicação e pela técnica de 
homogeneização de alta pressão, no sentido de verificar a possibilidade de 
escalonamento da formulação desenvolvida. Todos os estudos sobre as 
formulações de NLS foram realizadas em paralelo, a fim de comparar-se os 
resultados e concluir sobre as vantagens e limitações de ambas as técnicas e 
viabilizar o escalonamento da formulação desenvolvida neste trabalho.  
 Existem várias técnicas para produção de formulações de NLS e as 
duas principais são a utilização de homogeneizador de alta pressão e a técnica 
de microemulsão. Alternativamente, outras técnicas são utilizadas para 
obtenção de NLS e um método simples comumente utilizado na comunidade 
científica é a ultrassonicação.  
Durante o processo de fabricação, muitos parâmetros parecem ter 
uma influência marcante sobre as propriedades físico-químicas das NLS. 
Entre eles podemos citar a técnica empregada na produção de nanopartículas. 
A técnica de homogeneização em alta pressão (HAP) foi 
desenvolvida por MÜLLER e LUCK em 1996 (patente Européia número 
0605497) para a preparação de nanoemulsões para nutrição parenteral em 
grande escala. O equipamento funciona puxando o líquido em alta pressão 
(100 – 2.000 bar), por um pistão estreito, de tamanho manométrico, o qual é 
acelerado em uma pequena distância a uma alta velocidade, atingindo mais 
de 1000 Km/h). Este fluido é, portanto, submetido a um grande estresse, em 
que forças de cavitação rompem as gotículas, gerando as nanogotículas 
(MEHNERT, MADER, 2012). 
 Na obtenção das NLS, o homogeneizador de alta pressão pode ser 
alimentado com a dispersão de lipídeos e fármaco a quente ou a frio. No  
processo a quente, uma pré-emulsão é obtida e passada no homogeneizador e 
posteriormente resfriada a temperatura ambiente dando origem às NLS. No 
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processo a frio a dispersão do fármaco no lipídeo é inicialmente solidificada 
em nitrogênio líquido, moída, o pó é disperso diluído com o auxílio de um 
emulsionante e só então submetido à homogeneização (MEHNERT, 
MADER, 2012). 
A maior vantagem da técnica de homogeneização à alta pressão é a 
possiblidade de produção das nanopartículas em larga escala, além de 
produzir estreita faixa de diâmetro de partículas e de não utilizar solvente 
orgânico (HU et al., 2006). As NLS produzidas por homogeneização à quente 
produz, em geral, partículas com tamanhos abaixo de 500 nm (ÜNER, 2006). 
A influência do tipo de homogeneizador, da pressão aplicada, do 
número de ciclos empregados e da temperatura no tamanho das partículas 
obtidas tem sido exaustivamente estudada. Aplicando a técnica de 
homogeneização à alta pressão é possível trabalhar com concentrações de 
lipídeo acima de 40 % e, geralmente, com uma faixa estreita de  distribuição 
de tamanhos de partícula, com um índice de polidispersividade inferior a 0,20 
(WISSING et al., 2004). As vantagens da técnica de homogeneização de alta 
pressão incluem as possibilidades de aumento de escala, a ausência de 
solventes orgânicos e a produção de partículas de pequeno diâmetro, com um 
índice de polidispersão baixo, caracterizando sistemas monodispersos. 
A utilização da técnica de ultrassonificação para produção de NLS é 
interessante pelo fato de que o equipamento é comum em todos os 
laboratórios e a produção pode ser realizada facilmente. A desvantagem 
encontrada nesta técnica é a utilização de quantidade mínima de lipídeos (< 
3%) para obtenão de NLS por irradiação ultrassônica. Isto é devido ao 
aumento de viscosidade do sistema com aumento da concentração de lipídeo 
inviabilizando a homogeneização por esta técnica. Outra desvantagem é a 
produção de NLS com dimensões heterogêneas (ELDEM, 1991). Além disso, 
o uso da sonda de ultrassom é sempre acompanhado por um risco de 
contaminação por titânio (material da sonda) (WISSING, KAYSER, 
MÜLLER, 2004).  
A título de comparação, a formulação otimizada (cuja composição está 
descrita na Tabela 11, página 112) foi preparada pelos dois métodos mais 
utilizados para a preparação de NLS, a ultrassonificação e a homogeneização 
a alta pressão. 
 No caso da formulação obtida por ultrassonificação, o volume produzido 
foi de 10 mL e a formulação obtida por homogeneização de alta pressão o 
volume atingido foi de 500 mL.  
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Tabela 20. Caracterização físico-química dos sistemas nanoestruturados 
lipídicos (n = 3) produzidos pela técnica de homogeneização à alta pressão. 
Número de 
Ciclos 
Tamanho (nm) PI Potencial Zeta 
1 274 ± 6,36 0,44 ± 0,01 -16 ± 0,3 
2 156 ± 2,12 0,24 ± 0,01 -17 ± 0,3 
3 143 ± 2,12 0,20 ± 0,02 - 17 ± 1,1 
 4* 133 ± 0,71 0,17 ± 0,01 -16 ± 0,8 
5 128 ± 1,41 0,16 ± 0,01 - 16 ± 0,1 
6 124 ± 1,41 0,17 ± 0,01 -17 ± 0,6 
*Após o ciclo 4 não houve diferença significativa (p < 0,05) 
  
 Nesta comparação de técnicas de produção não foi possível 
incorporar o componente C3 devido à baixa quantidade sintetizada para 
realizar todos os estudos deste projeto. Assim, seguiu-se este estudo 
utilizando a formulação sem o ativo C3 para comparar a técnica e verificar a 
possibilidade de escalonamento desta formulação.  
 Na tabela 20 está mostrada a caracterização físico-química das NLS 
produzidas pela técnica de homogeneização à alta pressão. É possível 
observar que após 4 ciclos do processo, o tamanho médio de nanopartícula e 
o índice de polidispersão não apresentam diferenças significativas (TUKEY p 
< 0,05). Na tabela 21 é mostrada a caracterização físico-química dos sistemas 
nanoestruturados lipídicos produzidos pela técnica de ultrassom. 
 
Tabela 21. Caracterização físico-química dos sistemas nanoestruturados 
lipídicos produzidos pela técnica de ultrassom (n=3). Valores apresentados 
como média ± DP. 
 Tamanho (nm) PI Potencial Zeta 
F1 105 ± 3,6 0,22 ± 0,006 -19 ± 2,83 
   
De acordo com estudos realizados por SAKULKHUL e 
colaboradores (2007), a redução do índice de polidispersão pode ser obtida 
aumentando a pressão de homogeneização e aplicando 3 a 7 ciclos e que após 
o terceiro ciclo o tamanho médio não muda. Outro estudo realizado por LIU 
(2007) demonstrou a influência da pressão exercida no sistema sobre o 
tamanho de partícula. Sob pressão de 500 bar foram produzidas 
nanopartículas com 143 nm, e o aumento dessa pressão para 1000 bar reduziu 
ainda mais o tamanho das partículas para 37 nm.   
O potencial zeta permite avaliar a carga total que a superfície de uma 
partícula adquire em um determinado meio. Como esperado, o potencial zeta 
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não foi alterado pela utilização de técnicas de preparação diferentes (p< 
0,05). Já o tamanho médio das partículas, assim como o índice de 
polidispersão, comparando os dados obtidos com as duas técnicas 
empregadas resultam ser significativamente diferentes (test t p < 0,05). O 
tamanho aumenta em cerca de 25 % quando empregada a técnica por 
homogeneização à alta pressão e o índice de polidispersão diminui em cerca 
de 23%.  
Na prática, a transição de um sistema de laboratório a um sistema de 
planta não é direto. O produto é geralmente preparado em escalas 
intermediárias, em números maiores do que nos estudos iniciais de 
desenvolvimento, mas menores do que na produção industrial. Basicamente, 
a idéia consiste em simular a produção tanto quanto possível para otimizar os 
parâmetros de funcionamento antes do trabalho de grande volume ser 
realizado. Um procedimento de scale-up com base em transferência de 
técnica bem preparado vai garantir a qualidade do produto, a economia global 
e a realização atempada de prontidão do mercado. 
Basicamente, a ideia consiste em simular a produção tanto quanto 
possível para otimizar os parâmetros de funcionamento antes do trabalho de 
grande volume ser realizado. Um procedimento de scale-up com base em 
uma transferência técnica bem preparada vai garantir a qualidade do produto, 
a economia global e a realização adequada de prontidão no mercado. 
 Neste trabalho, foi evidenciada a possibilidade de escalonamento. Na 
técnica de ultrassom o volume total de produção foi de 10 mL, já no processo 
por homogeneização à alta pressão o volume foi de 500 mL, aumentando 50 
vezes o volume da produção. Estudos de escalonamento de formulações 
mostram que o aumento de volume entre a fase laboratorial e a fase piloto 
varia de 20 a 50 vezes (GALINDO-RODRÍGUEZ et al., 2005; SHEGOKAR, 
SINGH, MÜLLER, 2011;  YE, SQUILLANTE, 2013).      
 
5.8.1. Estudo de Biocompatibilidade 
 
Relatos na literatura sobre o risco de contaminação por titânio, 
material da sonda de ultrassom, nos motivaram a realizar um estudo de 
viabilidade celular comparando a mesma formulação, porém produzida por 
técnicas diferentes (WISSING, KAYSER, MÜLLER, 2004). 
Para esta avaliação, foi utilizado o método do MTT que é baseado na 
utilização de um corante, o Brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio ou Thiazolyl blue (MTT), para determinar a viabilidade 
celular através da atividade mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazólio 
solúvel em água, o qual é convertido em formazam púrpura insolúvel após a 
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clivagem do anel de tetrazólio por desidrogenases mitocondriais. O 
formazam púrpura é determinado em 540 nm sendo proporcional à 
viabilidade celular (MOSMANN, 1983).  
O perfil de citotoxicidade de NLS em fibroblastos foi investigada 
pelo ensaio MTT em condições in vitro. A viabilidade das células NIH/3T3 
foi determinada após incubação das células com diferentes concentrações de 
NLS durante 24 h. Estes resultados estão apresentados na Figura 35.  
 
Figura 35.  Ensaio de viabilidade celular após incubação com NLS 
produzidas pela técnica de homogeneização de alta pressão e pela técnica de 
ultrassonificação em células de fibroblasto. A viabilidade celular foi avaliada 
pelo método do MTT (24 h) e a densidade ótica do grupo controle sem 
tratamento foi considerada 100% de viabilidade. Cada barra representa Média 
± EPM (n=3). 
 
Como pode ser observado na Figura 35, as duas preparações 
apresentaram os mesmos resultados de viabilidade celular o que descarta a 
possibilidade de citotoxicidade pela contaminação do metal da ponta de 
ultrassom. Um estudo realizado por SILVA e colaboradores (2011) também 
comprovaram que não ocorre citotoxicidade celular pelo uso de ponta de 
ultrassom.  
Outra observação importante está relacionada com a dose de 
nanopartículas incubada com as células. À medida que a concentração da 
NLS é aumentada, a viabilidade celular é mantida sugerindo que não há 
relação dependente de concentração aplicando este método, nas condições 
testadas.  
Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que as técnicas 
utilizadas, por ultrassom ou por homogeneização de alta pressão, são 
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métodos adequados para a produção de NLS. Adicionalmente, é possível 
sugerir que a homogeneização por alta pressão é o método mais adequado 
para scale-up. Por outro lado, a técnica com ultrassom pode ser utilizada 
como um método adequado para as pesquisas laboratoriais devido à 
facilidade de preparação e do baixo custo do aparelho requerido. Neste 
trabalho ficou evidenciado a possibilidade de escalonamento da formulação 
desenvolvida, uma vez que a alteração do método de preparação garantiu um 
aumento de escala de 50 vezes. 
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ü Dos doze análogos de pirimidina estudados em três linhagens 
celulares tumorais (L1210. B16F10 e CEM), os que apresentaram 
efeito citotóxico relevante foram as moléculas A5, C2, C3 e B2 e estas 
moléculas induzem a morte celular por apoptose quando avaliadas 
pelo Método de Fragmentação do DNA; 
 
ü As NLS produzidas com ácido esteárico mostraram maior 
citotoxicidade em fibroblasto quando comparados com as NLS 
produzidas com tripalmitina e monoestearato de glicerila. A morte 
celular foi por apoptose, confirmada por citometria de fluxo. 
Somente a formulação contendo ácido esteárico apresentou atividade 
hemolítica; 
 
ü As formulações estudadas demonstraram boa estabilidade físico-
química e apresentaram um tamanho de partícula entre 116 a 306nm 
com índice de polidispersão entre 0,25 a 0,30 e todas as formulações 
apresentaram valores negativos para o potencial zeta; 
 
ü    No estudo para avaliar a influência do emulsionante e do tipo de 
lipídeo nas características físico-químicas e na biocompatibilidade de 
nanopartículas lipídicas sólidas produzidas com diferentes tipos de 
lipídeos e diferentes concentrações de emulsionantes ficou evidente 
que o principal fator para a citotoxicidade celular foi o tipo de 
lipídeo utilizado;  
 
ü O delineamento experimental aplicado permitiu formular e otimizar 
com sucesso formulações de NLS com parâmetros físico-químicos 
satisfatórios, recorrendo a um número mínimo de experimentos com 
uma maior robustez nas respostas;  
 
ü A influência das variáveis independentes, como concentrações de 
lipídeo sólido, emulsionantes no tamanho, polidispersão e potencial 
zeta foi avaliado por análise estatística. Foi possível verificar que o 
tamanho e o índice de polidispersão das partículas produzidas são 
fortemente dependentes da concentração de lipídeo sólido que traduz 
a tendência da coalescência de fases na presença de elevadas 
concentrações de lipídeo sólido;  
 
ü Os resultados experimentais obtidos na caracterização da formulação 
otimizada foram muito semelhantes àqueles estimados pelo software, 
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comprovando a robustez e a capacidade preditiva do delineamento 
experimental para otimização de nanopartículas lipídicas sólidas;  
 
ü A formulação otimizada apresentou resultados satisfatórios quanto à 
estabilidade físico-química e é possível sugerir que a formulação não 
é considerada citotóxica nas concentrações estudadas na linhagem 
celular avaliada (NIH/3T3), podendo ser utilizada por via parenteral 
uma vez que não apresentou atividade hemolítica; 
 
ü O conjunto dos resultados obtidos no estudo de validação do método 
analítico permite concluir que o método proposto é adequado e 
seguro para a quantificação do C3 em nanopartículas lipídicas 
sólidas;  
 
ü A NLS otimizada apresentou tamanho médio de partícula de 105 ± 
3,6, com um índice de polidispersão aceitável para uso parenteral 
(0,22 ± 0,006), e com uma carga negativa superficial (potencial zeta) 
-19 ± 2,83 mV, conforme esperado para este tipo nanocarreador. 
Quando a molécula C3 foi incorporada no sistema nanocarreador foi 
possível observar que não ocorreu mudança significativa (p<0,05) 
quanto ao tamanho e o índice de polidispersão; 
 
ü  Neste estudo foi possível concluir que os resultados obtidos a partir 
do potencial zeta mostraram que a molécula C3 interfere na carga 
superficial da NLS sugerindo uma adsorção da molécula na 
superfície na NLS;  
 
ü A alta eficácia de encapsulação revelou a capacidade de NLS de 
incorporar um fármaco pouco solúvel em água tal como o análogo da 
pirimidina, o C3. 
 
ü O ensaio de liberação revelou a baixa capacidade de dissolução em 
condições sink das NLS em 24 horas de estudo indicando uma maior 
eficiência na retenção do C3 pelas NLS; 
 
ü O estudo de estabilidade da NLS com o C3 incorporado apresentou 
expulsão e degradação da molécula em NLS quando armazenada a 
mais de 30 dias; 
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ü O estudo de liofilização foi uma boa estratégia para contornar os 
problemas de degradação e expulsão da molélcula em função do 
tempo das NLS, além da trealose ter apresentado boas características 
crioprotetoras para o sistema; 
 
ü O ensaio de citotoxicidade do C3 incorporado na NLS e/ou livre, 
evidenciou que as NLS não alteraram a citotoxicidade do sistema 
quando incubados em células tumorais L1210; 
 
ü As técnicas de ultrassonificação e homogeneização à alta pressão são 
dois métodos adequados para a produção de nanopartículas lipídicas 
sólidas. Neste trabalho evidenciou que a homogeneização de alta 
pressão é o método mais adequado para o escalonamento industrial e 
para uso laboratorial, o ultrassom pode ser utilizado como um 
método adequado para a produção de NLS, devido à facilidade de 
preparação e de baixo custo do aparelho requerido; 
 
ü As técnicas de ultrassonificação e homogeneização à alta pressão 
apresentaram características que proporcionaram a obtenção dos 
mesmos resultados de viabilidade celular o que descarta a 
possibilidade de citotoxicidade pela contaminação do metal da ponta 
de ultrassom. 
 
          Desta maneira, como conclusão geral deste trabalho, foi possível 
desenvolver um nanocarreador com características adequadas para encapsular 
um análogo de pirimidina, pouco solúvel, que apresentou alta citotoxicidade 
em células L1210, promovendo morte celular por apoptose, uma 
característica interessante para moléculas anti-neoplásicas. Assim, este 
estudo viabiliza a administração parenteral e torna este sistema adequado 
para testes futuros in vivo. 
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